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INTRODUCTION GENERALE 
 
 Les travaux présentés dans ce manuscrit ont été réalisés à l’Université Paul Sabatier 
(Toulouse III) dans le laboratoire « Evolution et Diversité Biologique » (UMR 5174), au sein 
de l’Equipe « Symbiose Mycorhizienne et Evolution des Champignons ». Ils portent sur 
l’étude de populations d’un champignon ectomycorhizien basidiomycète, plus 
particulièrement sur les capacités de colonisation et de dispersion de ce champignon. 
 Dans ce chapitre introductif nous présenterons rapidement la symbiose 
ectomycorhizienne avec ses différents partenaires et ses rôles majeurs dans le fonctionnement 
des écosystèmes. Par la suite, nous nous focaliserons sur les populations de champignons 
ectomycorhiziens en définissant les méthodes d’identification des individus fongiques, la 
structure des populations et les différents processus affectant cette structure. Finalement, le 
modèle d’étude puis les objectifs de cette thèse de doctorat seront présentés. 
I. La symbiose ectomycorhizienne : quelques généralités 
 La symbiose mycorhizienne est une association mutualiste entre les racines d’une 
plante et le mycélium d’un champignon. Cette association se traduit par la formation d’une 
structure particulière, la mycorhize (du grec mukês, champignon et rhiza, racine). Selon 
certaines caractéristiques anatomiques et morphologiques, on distingue principalement trois 
types de mycorhizes : les endomycorhizes, les ectomycorhizes et les ectendomycorhizes 
(Encadré 1). Dans la suite de cette introduction nous nous sommes tout particulièrement 
intéressé à la symbiose ectomycorhizienne. 
I.1. Les différents partenaires de la symbiose ectomycorhizienne 
I.1.1. Les partenaires chlorophylliens 
Bien que la symbiose ectomycorhizienne ne concerne que 3% des végétaux 
vasculaires (Smith & Read, 1997), elle implique de nombreuses espèces ligneuses. La plupart 
de ces arbres sont largement représentés dans les régions tempérées et boréales des deux 
hémisphères. Ce sont en particulier les espèces de la famille des Pinaceae (pin, sapin, épicéa, 
Cèdre…), des Fagaceae (chêne, hêtre, châtaigner…), des Betulaceae (bouleau, noisetier, 
aulne…) et des Salicaceae (peuplier, saules…). D’autres grands biomes, comme les régions 
- 12 - 
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subtropicales et tropicales, présentent également des espèces végétales intervenant dans cette 
symbiose. Ces espèces appartiennent le plus souvent à la famille des Dipterocarpaceae, des 
Fagaceae et des Myrtaceae. La symbiose ectomycorhizienne revêt donc un intérêt 
considérable par sa large répartition géographique et la nature des plantes impliquées. 
I.1.2. Les partenaires fongiques 
En terme de diversité taxinomique, sur les 72 000 espèces de champignons 
actuellement répertoriées (Hawksworth, 2001), environ 5000 ont été définies comme 
ectomycorhiziennes (Molina et al., 1992). Ces espèces fongiques appartiennent en grande 
majorité aux phyla des Basidiomycota et des Ascomycota. Le genre Endogone, du phylum 
des Zygomycota, est également capable de former des ectomycorhizes (Harley, 1989). La 
plupart de ces champignons, tout particulièrement les Basidiomycota, forment des 
fructifications visibles à l’œil nu. On les retrouve par exemple dans la famille des 
Amanitaceae, des Cortinariaceae, des Russulaceae et des Tricholomataceae. Certaines 
espèces peuvent au contraire être extrêmement discrètes, souvent résupinées, comme celles 
des genres Tomentella et Thelephora (famille des Telephoraceae). Chez les Ascomycota, les 
espèces sont nombreuses, la plus connue est certainement la truffe noire du Périgord (Tuber 
melanosporum). 
I.2. Structure d’une ectomycorhize 
Malgré la forte diversité taxinomique, voire phylogénétique des partenaires impliqués 
dans cette association, l’ectomycorhize est un organe dont la structure est relativement 
homogène (Fig.1). Les filaments  du champignon (= hyphes), qui constituent son appareil 
végétatif (le mycélium) colonisent de jeunes racines, pénètrent dans l’espace intercellulaire 
des premières assises cellulaires corticales sans jamais franchir l’endoderme. Les hyphes 
forment ainsi un réseau, appelé réseau de Hartig, lieu des échanges bi-directionnels entre le 
partenaire fongique et chlorophyllien (Fig.1). Dans l’ectomycorhize, contrairement aux 
endomycorhizes et ectendomycorhizes, les filaments du champignon ne pénètrent jamais dans 
les cellules végétales. A l’extérieur les hyphes s’agglomèrent pour constituer une masse 
fongique plus ou moins importante, le manteau. De ce manteau se détachent des filaments 
mycéliens qui explorent le sol et forment ce que l’on appelle le réseau extramatriciel. La 
formation d’une ectomycorhize entraîne des modifications de l’aspect des racines courtes. Ces 
changements, variables selon les espèces impliquées, se traduisent par un manteau plus ou 
moins charnu, différentes colorations (variant de l’ivoire au noir) et des ramifications plus ou 
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moins marquées (allant de mycorhizes non ramifiées à des aspects plus complexes, de type 
coralloïde par exemple). 
 
Encadré 1 – Les principaux types de mycorhizes 
 
Les endomycorhizes : dans ce type de mycorhize l’association plante – champignon 
n’entraîne pas de modifications particulières de l’aspect externe de la racine, contrairement à 
ce qui peut être observé chez les ectomycorhizes. Tout au plus certaines seront d’un aspect un 
peu plus charnu. Le plus souvent on constate une diminution dans la densité des poils 
absorbants. Comme chez tous les autres types de mycorhizes, le champignon colonise les 
premières assises cellulaires sans jamais traverser l’endoderme. Ici, l’une des particularités 
des endomycorhizes, est la pénétration dans les cellules végétales des filaments mycéliens (= 
hyphes). A l’intérieur des cellules de la plante, le champignon forme des structures 
spécifiques et très diverses (vésicules, arbuscules ou pelotons) (Fig.1). En réalité, le terme 
endomycorhize regroupe une très grande diversité de formes et de partenaires (Fig.1). Les 
endomycorhizes à vésicules et arbuscules, comme leur nom l’indique, différencient à 
l’intérieur des cellules des vésicules renflées ou des ramifications abondantes. Elles sont 
extrêmement répandues et s’associent avec une très grande diversité de plantes (des « 
Bryophytes » aux « Angiospermes »). Les champignons qui forment des pelotons 
intracellulaires s’associent aux espèces végétales de la famille des Ericaceae et des 
Orchidaceae (Fig.1). 
 
Les ectomycorhizes : les différents partenaires intervenant dans ce mutualisme et la structure 
de cet organe sont détaillés dans les paragraphes I.1 à I.2 du corps du texte. 
 
Les ectendomycorhizes : dans ce type de mycorhize les hyphes du champignon colonisent à la 
fois les espaces intercellulaires et intracellulaires de la racine (Fig.1). De la mycorhize partent 
des filaments qui explorent le sol, les hyphes extramatriciels. Ce type est rare dans la nature. 
Il ne concerne qu’un nombre limité de plantes, déjà connu comme impliquées dans la 
formation d’autres types de mycorhizes (les genres Arbutus et Arctostaphylos par exemple). 
Les partenaires fongiques ne sont pas spécifiques de cette symbiose (e.g. les champignons 
basidiomycètes des genres Amanita, Boletus et Suillus). 
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I.3. Rôle de la symbiose ectomycorhizienne 
De nombreux travaux se sont intéressés au rôle de la symbiose ectomycorhizienne. Il 
apparaît clairement que son rôle est tout d’abord nutritionnel. Le champignon participe à la 
nutrition hydro-minérale de la plante. La nutrition minérale concerne en particulier la 
mobilisation par le partenaire fongique et le transfert à la plante d’éléments majeurs, comme 
l’azote et le phosphore. Le champignon ectomycorhizien mobilise dans le sol l’azote et le 
phosphore présents sous forme inorganique ou organique, qui en temps normal sont 
inaccessibles à la plante. L’autre facteur directement lié à l’amélioration de la nutrition est 
l’augmentation du volume du sol exploré par les hyphes extramatriciels. Le champignon joue 
également un rôle important dans la protection de son partenaire autotrophe contre des 
pathogènes. Cette protection se ferait soit directement, par la présence du manteau au niveau 
de la racine qui fournit une protection mécanique, soit indirectement, par la production de 
composés allélopathiques (antibactériens ou antifongiques), c’est-à-dire des composés libérés 
dans le milieu et agissant à distance sur des organismes cibles. Nous avons défini cette 
association comme mutualiste, en d’autre terme à bénéfices réciproques, quel est donc 
l’avantage que retire le champignon de cette interaction ? L’organisme hétérotrophe reçoit 
environ 10 à 20% des substances carbonées primaires (glucose et fructose) produites par la 
plante lors de la photosynthèse. Les composés carbonés prodigués au champignon seront un 
élément indispensable à son activité et sa croissance. Les différents transferts entre nos deux 
partenaires se traduisent par un rôle important de la symbiose ectomycorhizienne dans le 
fonctionnement des écosystèmes et la réalisation des cycles biogéochimiques tels que celui du 
carbone, de l’azote et du phosphore (Smith & Read, 1997; Treseder & Allen, 2000). 
II. Les populations de champignons ectomycorhiziens 
La courte présentation sur les fonctions de cette symbiose dans le précédent paragraphe 
présentait deux protagonistes : le végétal et le champignon. Il est intéressant de constater que 
les racines d’un même arbre peuvent héberger plusieurs espèces de champignons (Jonsson et 
al., 1999). A l’échelle d’une parcelle forestière on peut donc dénombrer un grand nombre 
d’espèces (Horton & Bruns, 2001). Certains auteurs se sont donc naturellement intéressés aux 
différentes espèces présentent sur un site, à leurs structures spatiales et temporelles (e.g. 
Brandrud & Timmermann 1998 ; Dahlberg et al. 1997 ; Dickie et al., 2002 ; Gardes & Bruns, 
1996 ; Richard et al., 2005). Si l’étude des communautés s’intéresse traditionnellement à la 
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mise en place et au maintien de la diversité (Dahlberg et al., 2001), elle prend rarement en 
compte les mécanismes évolutifs qui ont conduit à la coexistence des espèces. Ainsi, il existe 
peu de données dans la littérature sur les populations de champignons ectomycorhiziens et 
l’évolution de la diversité fongique (Tab.1). Notre travail de thèse avait l’objectif de pallier ce 
déficit de connaissances par une approche d’auto-écologie ciblée sur une espèce cosmopolite. 
Parce que nous disposons aujourd’hui d’outils et de méthodes moléculaires d’idenfication des 
individus, il est possible de s’intéresser à l’ensemble du cycle de vie d’un champignon, et de 
contribuer ainsi à une meilleure compréhension de la biologie des espèces fongiques en 
général, et des champignons ectomycorhiziens en particulier.  
II.1. Identification des individus fongiques 
Une étude de population se base en premier lieu sur l’identification des individus. Ceci 
peu paraître anodin voire totalement évident, mais la notion d’individu devient beaucoup 
moins assurée lorsque l’on s’intéresse aux champignons. Un individu fongique 
ectomycorhizien est formé dans la plus grande partie de son cycle de développement (Encadré 
2 ; Fig.2) par le mycélium associé aux racines (les mycorhizes) et les filaments explorant le 
sol (les hyphes extramatriciels). L’individu se manifeste également, durant certaines périodes 
de l’année, par la production de structures de reproduction, les fructifications ou carpophores. 
L’individu correspond donc à la fois à la partie symbiotique, (les mycorhizes), mycélienne 
(les filaments dans le sol), et reproductrice (les carpophores). L’accès à l’individu dans le sol 
s’avérant difficile, la plupart des études prennent le parti d’explorer la diversité des 
populations en se basant sur la récolte et la caractérisation des des structures macroscopiques, 
les carpophores (e.g. Dahlberg & Stenlid, 1990 ; Bonello et al., 1998 ; Gherbi et al., 1999) 
(Tab.1). Plus récemment, certains auteurs ont choisi de s’intéresser aussi aux mycorhizes 
(Guidot et al., 2001 ; Kretzer et al., 2003 ; Zhou et al., 2001b ; Lian et al., 2006) (Tab.1).  
La récolte effectuée, comment définir l’individu ? Un individu est normalement décrit 
comme une unité spatiale, génétique et physiologique. Ne pouvant pas le définir spatialement 
et physiologiquement, un individu de champignon est décrit comme une entité génétique 
occupant un espace donné et présent à un moment précis. Le terme de génets est ainsi donné à 
des mycéliums génétiquement identiques. L’identification des génets chez les champignons 
ectomycorhiziens a principalement été réalisée par deux approches : l’incompatibilité 
végétative et le typage moléculaire. 
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Encadré 2 – Cycle de développement des champignons ectomycorhiziens 
 
Cycle typique d’un champignon ectomycorhizien Basidiomycota : 
Chez la plupart des espèces de champignons Basidiomycota (Fig.2), les spores haploïdes (N) 
germent et forment un mycélium homocaryotique. Ce mycélium, encore appelé homocaryon, 
constitue à l’état naturel un état transitoire dans le cycle de développement du champignon. 
En effet, si il y a compatibilité sexuelle, celui-ci va fusionner avec un autre homocaryon par 
plasmogamie et donner un mycélium dicaryotique (N + N), le dicaryon. Ce dicaryon va 
croître, très rapidement coloniser les racines courtes des arbres et former des ectomycorhizes. 
Lorsque certaines conditions environnementales sont réunies (au niveau de la température, de 
l’humidité…) le mycélium dicaryotique s’agglomère et différencie des structures de 
reproductions épigées ou hypogées, les carpophores ou fructifications. La partie fertile de ces 
fructifications (l’hyménium) est tapissée de cellules spécialisées, les basides. Au sein de ces 
structures les deux noyaux haploïdes vont fusionner par caryogamie et donner après méiose 
quatre spores haploïdes, appelées aussi spores méiotiques ou sexuées. Ces spores sont ainsi 
libérées et transportés sur de plus ou moins grandes distances par le vent ou des organismes 
mycophages (voir Encadré 3). 
 
Cycle typique d’un champignon ectomycorhizien Ascomycota : 
Chez les Ascomycota, contrairement aux Basidiomycota, l’homocaryon forme les 
ectomycorhizes en colonisant les racines de la plante. La formation d’un dicaryon intervient 
lors de l’apparition des fructifications. En effet, deux mycéliums compatibles vont 
différencier pour l’un, une structure de reproduction femelle, et pour l’autre une structure 
mâle. Il y alors fécondation par trichogamie et apparition du dicaryon. Au niveau des 
fructifications se différencient des éléments sporogènes, les asques. A l’intérieurs des asques 
il y a fusion des noyaux par caryogamie, puis une méiose, souvent suivi d’une mitose, 
aboutissant ainsi à la formation d’ascospores (= spores sexuées). Finalement, il apparaît que la 
phase haploïde de chez ces champignons est plus importante que chez les Basidiomycota. 
 
II.1.1. L’incompatibilité végétative 
L’incompatibilité végétative est un mécanisme de protection du « soi ». Lors de la 
confrontation de deux mycéliums d’individus différents, il y a rejet si ils sont dissemblables 
génétiquement (Leslie, 1993 ; Worrall, 1997). Il s’agit donc bien d’un mécanisme de défense 
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du territoire entre génotypes différents. Cette réaction se manifeste surtout avec des 
mycéliums secondaires (=dicaryotiques). L’incompatibilité végétative se révèle donc un 
moyen efficace et pratique pour discriminer les individus (Fries, 1987 ; Dahlberg & Stenlid, 
1990, 1994 ; Dahlberg, 1997). Cependant, cette approche présenterait certaines limites dans sa 
réelle capacité à distinguer par exemple des individus apparentés (Guillaumin et al., 1996). En 
effet, des individus ayant une origine commune ont plus de chance d’avoir des allèles en 
commun, notamment ceux impliqués dans l’incompatibilité végétative (Guillaumin et al., 
1996). Au contraire, des individus non apparentés auront des allèles différents conduisant 
ainsi à un rejet entre mycéliums (Guillaumin et al., 1996). 
II.1.2. Les outils moléculaires 
L’utilisation de méthodes s’intéressant au polymorphisme contenu dans les séquences 
d’ADN pour l’étude de populations est de plus en plus fréquente depuis le début des années 
1990. Différentes techniques moléculaires ont été développées et utilisées pour caractériser 
les individus et étudier la structure des populations. Les principales techniques reposent sur le 
principe de réaction de polymérisation en chaîne (PCR). Les plus connues sont : le 
polymorphisme de la longueur des fragments de restriction (RFLP) d’un gène variable au 
niveau intra-spécifique, le polymorphisme d’ADN amplifié au hasard (RAPD) (Welsh & 
McClelland, 1990 ; Williams et al., 1990), le polymorphisme de taille des fragments amplifiés 
(AFLP) (Vos et al., 1995), les amplifications inter-microsatellites (ISSR) (Gupta et al., 1994 ; 
Zietkiewicz et al., 1994) et finalement les microsatellites (SSR). Le principe de certaines de 
ces techniques sera abordé dans le premier chapitre de ce mémoire. 
II.2. Structure et dynamique des populations de champignons ectomycorhiziens 
L’étude des populations de champignons ectomycorhiziens, depuis les travaux de 
Dahlberg et Stenlid (Dahlberg & Stenlid, 1990 ; 1994), s’est surtout intéressée à définir le 
nombre, la taille et la persistance dans le temps des individus fongiques à une échelle locale. 
L’approche, présentée pour la première fois par ces auteurs (Dahlberg & Stenlid, 1990 ; 
1994), consiste à récolter et cartographier les organes de reproduction et à identifier les 
carpophores appartenant à un même individu génétique (=génets) (Fig.3 ; Tab.1). L’un des 
principaux points émergeant des ces études de populations est la grande variation du nombre 
et de la taille des génets selon les espèces de champignons. Plusieurs espèces du genre Suillus 
se caractérisent par la présence d’individus de grandes tailles et pérennes (e.g. S. pungens, 
Bonello et al., 1998 ; S. variegatus, Dahlberg et al., 1997). D’autres espèces, elles, révèlent la 
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présence de nombreux petits génets fugaces, c’est-à-dire susceptibles de disparaître d’une 
année sur l’autre. Ce cas est très bien illustré chez une espèce inféodée aux systèmes dunaires 
et s’associant au pin maritime : Hebeloma cylindrosporum (Gryta et al., 1997). Le 
champignon Laccaria amethystina représente également un excellent exemple (Fiore-Donno 
& Martin, 2001 ; Gherbi et al., 1999). Ces variations dans la structure et la dynamique des 
populations entre champignons ectomycorhiziens ont permis d’identifier différentes stratégies 
de colonisation. Les termes « stratégies de colonisation » traduisent l’investissement relatif 
dans la reproduction sexuée versus reproduction asexuée pour l’occupation d’un territoire 
(voir Encadré 2 sur le cycle de développement). Des individus étendus et pérennes vont donc 
caractériser des espèces dont le développement végétatif (= reproduction asexuée) leur permet 
de coloniser l’espace. L’investissement dans la reproduction sexuée se traduit par de 
nombreux petits génets fugaces, issus de la production de spores méiotiques. Les espèces 
favorisant la reproduction sexuée sont souvent considérées comme rudérales, ou pionnières. 
Bien évidemment, de nombreux intermédiaires existent entre ces deux extrêmes (e.g. Lian et 
al., 2006). 
Comme nous venons de le voir, la majeure partie des études de populations de 
champignons ectomycorhiziens a été réalisée à une échelle locale. Peu d’auteurs ont cherché à 
quantifier la diversité génétique et sa structure sur de plus grandes échelles spatiales. L’étude 
la plus marquante est probablement celle de Murat et al. (2004) sur la truffe noire du 
Périgord, Tuber melanosporum. L’échantillonnage des structures de reproductions hypogées 
de ce champignon en Europe de l’Ouest révèle une forte divergence génétique entre 
populations (Fst = 0.20). D’autres auteurs, sur des échelles plus restreintes, arrivent à la même 
conclusion chez les deux espèces épigées de champignons ectomycorhiziennes, Russula 
brevipes et S. tomentosus (Fst = 0.434 et Gst = 0.289, respectivement) (Bergemann & Miller, 
2002 ; Zhu et al., 1988 dans James et al., 1999). 
 A partir des différents travaux cités ci-dessus, il apparaît très nettement que la diversité 
génétique à l’échelle d’un site est très variable d’une espèce à une autre. Cette diversité 
génétique sur de plus grandes échelles spatiales semble également très fortement structurée.  
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II.3. Quels sont les processus impliqués dans la structure et la dynamique des 
populations ? 
II.3.1. La maturité du peuplement végétal 
D’après Dahlberg & Stenlid (1990 ; 1994) la maturité du peuplement forestier 
influerait sur la structure des populations de S. bovinus. En effet, les individus de S. bovinus 
montrent, dans une jeune forêt, des tailles restreintes par rapport à celles d’individus de forêts 
plus âgées. La taille des génets évoluerait donc avec l’âge des formations forestières. Suite à 
ces observations, il a souvent été considéré que des habitats stables et matures exhibaient des 
populations de champignons constituées de larges génets, et qu’au contraire de jeunes 
formations abritaient des génets de petites tailles. La présence d’individus peu étendus et 
fugaces dans des forêts matures chez Amanita francheti, L. amethystina, Lactarius 
xanthogalactus et Russula cremoricolor (Gherbi et al., 1999 ; Redecker et al., 2001) ne 
confirme pas cette tendance. Il est donc possible dans une forêt mature de trouver des espèces 
ayant des stratégies de colonisations opposées. Ces résultats remettent en cause la capacité à 
prédire les caractéristiques biologiques d’une espèce d’un champignon ectomycorhizien en 
fonction de sa position dans la succession d’un peuplement végétal. 
II.3.2. La nature de la plante hôte 
Certaines espèces fongiques symbiotiques sont définies comme spécialistes d’une 
plante hôte ou d’un groupe de plantes hôtes. D’autres sont considérées comme généralistes. 
La nature de la plante pourrait donc jouer un rôle sur la structure et la dynamique des 
populations des champignons ectomycorhiziens. A ce jour, très peu d’études se sont 
réellement attardées sur ce point (Zhou et al., 2000 ; Zhu et al., 1988). Zhu et al. (1988) 
supposent qu’une sélection par la plante hôte pourrait induire des variations intra-spécifiques 
chez S. tomentosus. Pour Zhou et al. (1999, 2000) des variations dans la structure des 
populations de S. grevillei a été observé entre deux sites forestiers. Ce champignon est connu 
comme formant des mycorhizes uniquement avec les espèces d’arbres du genre Larix (les 
mélèzes) (Zhou et al., 2000). Hors, l’un des sites présente plusieurs espèces d’arbres (Larix 
kaempferi, Pinus densiflora et d’autres espèces non définies), tandis que le second correspond 
à une plantation de Larix kaempferi. Le premier montre des individus de S. grevillei de petites 
tailles et fugaces. Le second, caractérisé par la présence unique de la plante hôte, présente des 
génets pérennes de grandes tailles. Les auteurs supposent donc que l’abondance de la plante 
hôte influerait sur la structure et la dynamique des populations de ce champignon. Toutefois, 
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selon eux, d’autres mécanismes pourraient être mis en jeu, tels que les perturbations 
environnementales du milieu. 
II.3.3. Les perturbations environnementales 
Le régime des perturbations d’un écosystème a été signalé comme un processus 
susceptible d’affecter les populations de champignons ectomycorhiziens (Dahlberg et Stenlid, 
1995 ; Zhou et al., 2000 ; Guidot et al., 2001 ; Gryta et al., 2006). La présence des nombreux 
génets fugaces chez S. grevillei dans un de ses habitats forestiers résulterait de l’impact de 
perturbations anthropiques (piétinement, pollutions diverses…) (Zhou et al., 2000). Ce type 
de perturbation interviendrait également dans la structure de certaines populations du 
champignon ectomycorhizien H. cylindrosporum (Guidot et al., 2002). Cette espèce, dont 
l’habitat dunaire est l’habitat de prédilection, coloniserait par production de spores sexuées 
des forêts matures perturbées. Plus récemment, une étude sur deux espèces de champignon 
appartenant au même genre, Tricholoma populinum et T. scalpturatum, a montré que la 
diversité génétique et son renouvellement étaient conditionnés par le niveau de perturbation 
du milieu (ici des crues pluriannuelles) (Gryta et al. 2006 ; cf. Annexe 1). Les contraintes 
abiotiques d’origine anthropique ou naturelle en modifiant les conditions environnementales 
d’un milieu semblent donc favoriser la présence d’espèces rudérales, c’est-à-dire des espèces 
investissant dans la reproduction sexuée. 
II.3.4. La dispersion 
Parce qu’ils produisent des quantités considérables de spores (plusieurs milliards pour 
un même carpophore) (e.g. Durrieu, 1993), et qu’on les retrouve en abondance dans 
l’atmosphère (Ingold, 1971), les champignons sont souvent présentés comme étant des 
organismes cosmopolites capables de se disperser sur de très grandes distances. Cette idée est 
particulièrement marquée chez les champignons à fructifications épigées (Ingold, 1971). 
Cependant, la présence de barrières géographiques et la fragmentation de l’habitat sont des 
paramètres pouvant limiter les échanges entre populations (e.g. James et al., 1999 ; Grubisha 
et al., 2007). Ainsi, les fortes différentiations génétiques observées entre les populations pour 
R. brevipes, S. tomentosus et T. melanosporum s’expliqueraient par des limitations physiques 
à cette dispersion (Bergemann & Miller, 2002 ; Murat et al., 2004 ; Zhu et al., 1988 dans 
James et al., 1999). Pour les champignons Russula brevipes et Cantharellus formosus, Liang 
et al. (2004) et Dunham et al. (2006), respectivement, ont mis en évidence que des 
dispersions limitées pouvaient être observées à l’échelle d’un site. 
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Par ailleurs, des mesures de terrain montrent que le nombre de spores produites 
diminue au fur et à mesure que l’on s’éloigne de la source (i.e. le carpophore) (e.g. 
Morkkynen et al., 1997). L’ensemble de ces résultats dévoile que la dissémination et 
l’établissement des individus de champignons n’est pas aussi facile et répandue qu’on pourrait 
le croire, et qu’il existe des barrières extrinsèques (facteurs environnementaux) et intrinsèques 
(biologie de l’espèce) (voir Encadré 3) à la dispersion. 
 
Encadré 3 – Modes de dispersions chez les champignons ectomycorhiziens 
 
La dispersion chez les champignons ectomycorhiziens est étroitement liée à leur cycle de 
développement (Encadré 2 ; Fig.2). On distingue deux grands modes, la dispersion par les 
spores sexuées ou par le mycélium : 
• Les spores sexuées : ce type de dispersion correspond à la production au niveau des 
carpophores des spores issus de la méiose. On parle de spores méiotiques, haploïdes ou 
encore sexuées. Ces spores sont relâchées dans le milieu environnant et dispersées par le vent 
sur des distances plus ou moins importantes. La majeure partie des spores tombe à proximité 
du carpophore, cependant il a souvent été considéré qu’elles puissent se propager sur de très 
grandes distances. 
• Le mycélium : la dispersion par le mycélium correspond le plus souvent à sa 
croissance sur un site. Sa propagation peu aussi se faire par des animaux, qui en consommant 
le champignon participe à sa dissémination. Ce mode intervient particulièrement chez les 
champignons hypogés, tel que la truffe noire du Périgord (Tuber melanosporum). On parle 
généralement de propagation végétative lorsque le mycélium intervient dans la dispersion de 
l’organisme. Il est important de constater que les champignons intervenant dans cette 
symbiose ne différencient pas, ou que très rarement, des spores issues de la reproduction 
asexuée (Hutchinson, 1991). 
 
II.3.5. Les effets fondateurs et la dérive génétique 
La dispersion de spores sur de longues distances et l’implantation de nouveaux 
individus sur un site donné peuvent conduire à la formation de nouvelles populations. Cet 
événement rare et aléatoire correspond à ce que l’on appelle l’effet fondateur. A cette 
fondation initiale va se coupler un mécanisme agissant sur les populations de faibles effectifs, 
la dérive génétique. La conjonction effet fondateur – dérive génétique va être à l’origine d’une 
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population génétiquement distincte de la population originelle, et ainsi entraîner des fortes 
différentiations entre populations. L’impact de ces processus a été mis en évidence chez 
certains champignons pathogènes (e.g. Mycosphaerella fijiensis, Gonzalo-Galileo et al., 
2004). Pour ce qui est des champignons ectomycorhiziens, leurs impacts n’ont pas réellement 
été testés mais plutôt suspectés (Bergemann & Miller, 2002 ; Grubisha et al., 2007). 
II.3.6. La présence d’espèces cryptiques 
De plus en plus de travaux statuent sur la présence d’espèces cryptiques au sein 
d’espèces morphologiques de champignons (e.g. Dettman et al.,2003 ; Kauserud et al., 2006 ; 
O’Donnel et al., 2000). Chez le champignon ectomycorhizien Cenococcum geophilum, 
Dunham et Rizzo (2005) ont montré, par une approche multi-génique, l’existence de trois 
lignées phylogénétiques. Ce résultat expliquerait en partie l’importante diversité génétique et 
les fortes divergences entre populations observées auparavant chez cette espèce (Jany et al., 
1999 ; 2002). La présence d’espèces cryptiques chez R. brevipes a également été suspectée 
(Bergemann et Miller, 2002). L’identification d’espèces génétiques au sein de taxon définis 
uniquement sur des critères morphologiques revêt donc un intérêt tout particulier dans l’étude 
des populations des champignons ectomycorhiziens. 
II.4. La population fructifiante reflète-elle celle du sol ? 
Pour des raisons pratiques, la plupart des travaux sur les populations de champignons 
ectomycorhiziens se basent sur l’échantillonnage des carpophores. Les conclusions et 
hypothèses formulées supposent donc que la population fructifiante (carpophores) reflète la 
population souterraine (ectomycorhizes et hyphes extramatriciels). Quand est-il réellement ? 
La comparaison ectomycorhizes – fructifications, réalisée chez trois espèces de champignons 
(H. cylindrosporum, Guidot et al., 2001 ; S. grevillei, Zhou et al., 2001b ; T. matsutake, Lian 
et al., 2006), révèle une forte correspondance de la diversité génétique et de sa structure 
spatiale. Certaines des conclusions émises à partir de la seule étude des carpophores chez ces 
espèces ne sont donc pas remises en cause. Etant donné la grande variabilité des 
caractéristiques biologiques des champignons ectomycorhiziens et afin de généraliser une 
telle tendance, cette approche nécessite d’être étendue à d’autres espèces de champignons 
ectomycorhiziens. 
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III. Notre modèle d’étude : le champignon ectomycorhizien Tricholoma scalpturatum 
Le genre Tricholoma, appartenant au phylum des Basidiomycota, à l’ordre des 
Agaricales et à la famille des Tricholomataceae, comprend un très grand nombre d’espèces. 
Tout au long du 20ème siècle de nombreux auteurs se sont intéressés à la taxonomie du genre 
(e.g. Bon, 1975, 1984, 1991 ; Christensen & Noordeloos, 1999 ; Ovrebo, 1989). Tricholoma 
scalpturatum Fr. Quélet présente un chapeau assez grand (le plus souvent de 6 cm de 
diamètre), peu charnu, gris beige, à revêtement squamuleux (Fig.4). Le stipe (pied) est 
moyennement long (environ de 6 cm), de forme cylindrique à couleur blanchâtre, fibrilleux, 
avec présence d’une cortine assez discrète (Fig.4). Sa saveur est douce et son odeur est 
nettement farineuse. Le caractère marquant chez cette espèce est le jaunissement plus ou 
moins intense des lames, qui s’étend au chapeau chez les spécimens les plus âgés (Fig.4). 
Certains critères morphologiques, comme le jaunissement, ont été décrits comme très 
variables chez cette espèce (Bon, 1984 ; Christensen & Noordeloos, 1999 ; Ovrebo, 1989). 
Tricholoma scalpturatum est une espèce de champignon ectomycorhizien à large aire 
de distribution. Elle est signalée dans l’hémisphère Nord, sur le continent Nord-Américain 
(Ovrebo, 1989) et en Europe (Bon, 1984 ; Christensen & Noordeloos, 1999). Cette espèce est 
considérée comme assez commune dans son aire de répartition, et est capable de coloniser des 
habitats variés (ripisylves, forêts mono- ou pluri-spécifiques…). On la considère comme 
généraliste, c’est-à-dire capable de former des ectomycorhizes avec de nombreuses espèces 
d’arbres. En effet, elle s’associe à des « Gymnospermes » (pin, epicea…) mais aussi à des 
« Angiospermes » (peuplier, bouleau, chêne…). T. scalpturatum, contrairement à d’autres 
espèces de champignons ectomycorhiziens (e.g. Cantharellus formosus, Dunham et al., 2003; 
Tuber magnatum, Rubini et al., 2005; Tricholoma matsutake, Lian et al., 2006), n’a pas été 
utilisée dans des programmes de revégétalisation ou de production à des fins commerciales. 
De ce fait, ce champignon est a priori un modèle d’étude intéressant pour la recherche des 
mécanismes impliqués dans la structure et de la dynamique des populations naturelles de 
champignons ectomycorrhiziens. 
Une étude de la diversité génétique de ce champignon a été récemment réalisée sur 
deux sites du Sud de la France (Gryta et al., 2006 ; Annexe 1). Nous avons contribué à la 
réalisation de ce travail au travers du développement de marqueurs moléculaires pour 
caractériser les génets (cf chapitre 1). Le principal objectif de ce travail était de quantifier 
l’impact de perturbations environnementales sur l’évolution des populations de T. 
scalpturatum.. Nous avons donc examiné et comparé la structure et la dynamique des 
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populations d’un site soumis à de fortes perturbations hydrologiques (forêt riveraine en 
bordure de la Garonne) et celles d’un site non perturbé par les crues. La récolte, la 
cartographie et le génotypage des carpophores a révélé la présence d’un nombre plus 
important de génets de petite taille sur le site perturbé en comparaison du site non perturbé. 
Un résultat similaire a été observé pour Tricholoma populinum, une autre espèce qui 
produisait des carpophores à la même période que T. scalpturatum. Ces travaux ont donc 
confirmé l’importance des perturbations environnementales sur les populations de 
champignons.  
Néanmoins, quel que soit le site, nous avons observé que les populations de T. 
scalpturatum étaient majoritairement constituées de petits génets non-pérennes d’une année 
sur l’autre, ce qui indique pour cette espèce un investissement important dans la reproduction 
sexuée pour la colonisation de l’espace. Ce trait, comme nous l’avons ultérieurement établi, 
caractérise les espèces à stratégies rudérale ou pionnière. Un second résultat émergeant de 
cette étude concerne la présence de deux grands groupes génétiques distincts, appelés groupe 
1 et groupe 2 (Fig.5). Le site non perturbé présentait des individus appartenant à la fois au 
groupe 1 et au groupe 2. Pour ce qui est du site perturbé seul des individus du groupe 1 étaient 
présents. 
IV. Les objectifs de la thèse 
Notre travail de thèse s’inscrit parfaitement dans les enjeux actuels sur la distribution 
des espèces et leur dispersion. En effet, nous nous efforcerons à travers des études de 
populations à rechercher les patrons et processus permettant de comprendre comment les 
espèces de champignons parviennent à maintenir des populations viables malgré des pressions 
intrinsèques (= traits d’histoire de vie d’un organisme), et extrinsèques, tels que les conditions 
environnementales d’un milieu ou les autres acteurs de la communauté. 
 L’étude de la biologie des populations de champignons ectomycorhiziens nécessite la 
mise au point de marqueurs moléculaires polymorphes au niveau intra-spécifique. Le premier 
point abordé dans ce manuscrit (Chapitre 1) est l’identification et l’utilisation de techniques 
moléculaires nous permettant d’accéder à cette variabilité génétique. 
 Les travaux présentés dans le second chapitre trouvent leur origine dans 
l’identification des deux grands groupes génétiques chez T. scalpturatum à l’échelle d’un site 
(Gryta et al., 2006). Chez cette espèce à large aire de distribution, les objectifs étaient 1) 
d’examiner la diversité génétique de ce taxon et sa structure à partir de plusieurs populations 
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de l’Europe de l’Ouest, et 2) de généraliser, ou non l’existence des deux groupes génétiques 
(groupes 1 et 2) sur une plus grande échelle spatiale. 
 Certains des résultats et des perspectives que vous découvrirez dans le chapitre 2 ont 
servis à l’élaboration des objectifs du chapitre 3. Nous nous sommes intéressés à la biologie 
des deux groupes génétiques en cartographiant et en suivant sur plusieurs années les 
carpophores de T. scalpturatum. Dans cette étude, nos objectifs étaient  1) de caractériser les 
stratégies de reproduction, à savoir, la part du développement végétatif versus celle de la 
reproduction sexuée dans la colonisation d’un habitat pour les deux groupes génétiques et 2) 
d’inférer leurs réelles capacités de dispersion. 
 Pour des raisons pratiques les études présentées dans les chapitres 2 et 3 sont basées 
uniquement sur l’échantillonnage des structures de reproduction, les carpophores. Cependant, 
ils peuvent donner une image biaisée de la diversité existante. Il est donc important de 
connaître la diversité génétique dans le sol. La dernière partie de cette thèse de doctorat 
(Chapitre IV) a consisté à caractériser la diversité des populations souterraines. Pour ce faire, 
nous avons récolté et identifié les ectomycorhizes de T. scalpturatum, et développé des 
marqueurs moléculaires pour l’identification des génets. Les objectifs étaient 1) de comparer 
les populations du sol à celles des carpophores, et 2) d’examiner les patrons de co-occurrence 
des deux groupes à l’échelle du site, et ainsi, d’évaluer l’hypothèse d’une exclusion 
compétitive entre les individus des deux groupes. 
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CHAPITRE 1 – LES OUTILS MOLECULAIRES UTILISES  
 
 Comme il a été mentionné dans l’introduction générale, l’étude de populations 
nécessite l’utilisation d’outils permettant d’accéder à la variabilité intra-spécifique. Dans cette 
thèse de doctorat, différentes méthodes de typage moléculaire ont ainsi été utilisées afin 
d’étudier la biologie des populations du champignon ectomycorhizien Tricholoma 
scalpturatum. Ces techniques moléculaires correspondent au séquençage d’une région de 
l’ADN ribosomal (ADNr) nucléaire, l’espaceur intergénique transcrit (« Internal Transcribed 
Spacer » ; ITS), aux profils de restriction de ce même ITS, aux profils de restriction d’une 
autre région de l’ADNr nucléaire, l’espaceur intergénique non transcrit (« InterGenic 
Spacer » ; IGS), et finalement aux amplifications inter-microsatellites (ISSR ; Inter Simple 
Sequence Repeat). Ces marqueurs moléculaires présentent des niveaux de variations 
génétiques différents, allant de l’ITS défini comme variable au niveau inter-spécifique, 
jusqu’aux ISSR variables au niveau intra-spécifique (entre individus). 
I. L’ADN ribosomal nucléaire 
I.1. Quelques généralités 
 L’ADN ribosomal nucléaire est constitué d’une unité répétée un grand nombre de fois 
(50 à 100 selon Cassidy et al., 1984) (Fig.1). Un mécanisme d’évolution concertée s’oppose à 
leur divergence et maintient leur homogénéité de séquence (Srivasta & Schlessinger, 1991). 
Cette unité contient des gènes extrêmement conservés codant pour des ARN ribosomiques 
(ARNr) et des régions intergéniques plus variables (Fig.1). Ces dernières sont l’espaceur 
intergénique transcrit, l’ITS, et l’espaceur intergénique non transcrit, l’IGS (Fig.1). 
L’espaceur intergénique transcrit s’étend entre les régions des gènes de l’ARNr 18S et 26S. Il 
contient le gène 5.8S encadré par l’ITS1 et l’ITS2. Pour ce qui est de l'espaceur intergénique 
non transcrit, il représente la portion comprise entre le gène de l’ARNr 26S et 18S de l’unité 
suivante (Fig.1). L’IGS contient le gène de l’ARN 5S entouré par l’IGS1 et l’IGS2 (Fig.1). 
I.2. L’espaceur intergénique transcrit (ITS) 
L’ITS est considéré comme conservé au niveau intra-spécifique et variable entre 
espèces. Il représente donc un bon marqueur pour la détection des espèces de champignons 
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ectomycorhiziens (voir la revue de Horton & Bruns, 2001). Dans ce contexte, quelles sont les 
raisons qui nous ont amené à utiliser l’ITS dans l’étude de populations du champignon T. 
scalpturatum ? Les travaux de Gryta et al. (2006) ont mis en évidence la présence de deux 
groupes génétiques distincts (groupes 1 et 2) chez cette espèce (Annexe 1). L’ITS de quelques 
échantillons a été séquencé afin de rechercher des régions polymorphes. Cette variation a 
ensuite été utilisée pour séparer et identifier rapidement les groupes 1 et 2 par électrophorèse 
de profils de restriction sur gel d’agarose (Carriconde et al., 2008 ; Chapitre 2). En effet, à 
l’heure actuelle il s’avère extrêmement difficile, voire impossible, d’identifier les carpophores 
appartenant soit au groupe 1 soit au groupe 2 sur la base de critères morphologiques. Dans les 
deux paragraphes suivant nous détaillerons les méthodologies employées pour le séquençage 
et le génotypage rapide de l’ITS. 
I.2.1. Séquençage de l’ITS 
Le séquençage de l’ITS a été réalisé à partir de l’ADN total extrait de 14 carpophores 
(7 carpophores de chaque groupe) issus de localités différentes (voir Carriconde et al., 2008 ; 
Chapitre 2). La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) a été effectuée à l’aide de la paire 
d’amorces ITS1-F et ITS4-B (Gardes et Bruns, 1993) (Tab.1), amplifiant sélectivement 
l’ADN des champignons pour ITS1-F et des basidiomycètes pour ITS4-B. L’amplification 
s’est effectuée dans un volume final de 25 µl contenant 10 à 15 ng de l’ADN extrait, 0.2 mM 
de chaque désoxyribonucléotide (dNTP), 1 µM de chaque amorce, 1 U de Taq polymérase 
(Go TaqTM Promega) et le tampon préconisé par le fournisseur (Go TaqTM Reaction Buffer). 
Le mélange réactionnel a été soumis à 35 cycles comportant une dénaturation de (94°C, 45 s), 
une étape d’hybridation des amorces (55°C, 45 s) et une étape d’élongation (72°C, 1 min). 
Les ITS amplifiés ont ensuite été séquencés (Genome Express, Meylan, France) à l’aide 
d’amorces internes à la portion ITS1-F et ITS4-B (Gardes et al., 1993), à savoir les amorces 
universelles ITS1 et ITS4 (White et al., 1990) (Tab.1). 
I.2.2. Profils de restriction de l’ITS 
 Les alignements de séquences montrent clairement l’absence de variations au sein 
d’un même groupe génétique (groupe 1 ou groupe 2). En revanche, il existe un 
polymorphisme nucléotidique entre les échantillons des deux groupes, notamment au niveau 
de la région TTAA. Cette région est reconnue spécifiquement par l’enzyme de restriction 
Tru9I. Les produits d’amplification de l’ITS (à l’aide du couple d’amorces ITS1-F/ITS4-B) 
ont ainsi été digérés par cette endonucléase (Tru9I) selon les recommandations du fournisseur 
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(Promega). Les fragments digérés ont été séparés par électrophorèse sur gel d’agarose à 2% 
(agarose standard : NuSieve agarose (FMC Bioproduct) 1 : 1) et révélé à l’aide d’un agent 
intercalant de l’ADN, le bromure d’éthidium. Cette approche révèle deux profils de restriction 
distincts, qualifiés de ribotypes 1 et 2 (Fig.2). Les tailles de fragments digérés pour le ribotype 
1 étaient de 317, 261, 88 et 23 pb, tandis que pour le ribotype 2 elles étaient de 267, 243, 162 
et 23 pb (Fig.2). Finalement, ces deux ribotypes correspondent aux groupes génétiques 
observés chez T. scalpturatum : le ribotype 1 correspond au groupe 1 et le ribotype 2 au 
groupe 2. 
L’utilisation d’une enzyme de restriction nous a ainsi permis de discriminer 
rapidement et efficacement les deux groupes (Chapitres 2 à 4). Cette identification, a 
également été rendue possible à partir d’échantillons de mycorhizes en amplifiant 
sélectivement l’ADN fongique grâce aux amorces spécifiques des champignons ITS1-F et 
ITS4-B (Chapitre 4). 
I.3. L’espaceur intergénique non transcrit (IGS) 
 L’IGS est défini comme étant variable au sein d’une espèce. Chez les champignons 
symbiotiques, plusieurs auteurs ont utilisé cette région de l’ADN ribosomique nucléaire pour 
étudier la variabilité intra-spécifique et définir des individus génétiques (génets) (Hebeloma 
cylindrosporum, Gryta et al., 1997, 2000, Guidot et al., 2001 ; Laccaria amethystina, Gherbi 
et al., 1999 ; L. bicolor, Selosse et al., 1996 ; Tricholoma populinum and T. scalpturatum, 
Gryta et al., 2006). L’analyse à partir des fructifications par RFLP de l’espaceur intergenique 
2 (IGS2) a montré chez T. scalpturatum la présence de multiples profils (11 types RFLP sur 
196 échantillons provenant de deux sites) (Gryta et al., 2006 ; Annexe 1). Les amplifications 
ont été réalisées à l’aide des amorces développées par Selosse et al. (1996) (Rev5SA et 
RevNS1 ; Tab.1) et ont conduit à des amplifiats de plus de 2 kpb. L’un des objectifs de nos 
travaux était de déterminer la diversité génétique des carpophores et de la comparer à celle 
des ectomycorhizes. Les mycorhizes représentent un matériel difficile, dont les quantités 
d’ADN extraites sont généralement faibles. De plus, elles sont formées à la fois par du 
matériel végétal et fongique. Nous avons donc rapidement cherché à définir des amorces 
permettant l’amplification de l’IGS2 des mycorhizes de T. scalpuratum. D’autres amorces ont 
été définies afin de produire des fragments de plus petites tailles, améliorant ainsi les 
conditions d’amplifications, et amplifiant de manière sélective le champignon. Le matériel et 
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les méthodes employés pour définir ces amorces (séquençage) et révéler la variabilité 
génétique sont décrits ci-dessous. 
I.3.1. Séquençage de l’IGS et définition des amorces 
 Cinq fructifications représentant les deux groupes génétiques (groupes 1 et 2) ont été 
sélectionnées. L’IGS2 a été amplifié à l’aide des amorces Rev5SA et RevNS1 (Selosse et al., 
1996) selon le protocole de Gryta et al. (2006), puis séquencé (Genoscreen, Lille, France). 
Après alignement des séquences un couple d’amorces internes (IGS-F et IGS-RA ; Tab.1) 
amplifiant l’IGS2 chez les échantillons du groupe 1 et du groupe 2 a été défini. Ces amorces 
ont été utilisées pour amplification par PCR d’extrait d’ADN de carpophores et de 
mycorhizes (Chapitres 3 et 4). La réaction de PCR a eu lieu dans un volume final de 50 µl 
contenant le tampon préconisé par le fournisseur (Go TaqTM Reaction Buffer), 0.5 µM de 
chaque amorce (IGS-F et IGS-RA), 0.25 mM de chaque dNTP, 1 U de Taq polymerase (Go 
TaqTM Promega) et l’ADN extrait. Après une dénaturation initiale de 3 min, le mélange 
réactionnel a été soumis à 40 répétitions d’un cycle comprenant trois étapes : la première de 
dénaturation (93°C, 45 s), la seconde de fixation des amorces (55°C, 45 s) et la dernière 
d’élongation (72°C, 1 min). L’amplification se termine par une extension finale à 72°C 
pendant 10 min. Après visualisation et analyse sur gel d’agarose, les fragments générés 
présentaient une taille allant de 1.0 à 1.5 kpb selon les échantillons. 
I.3.2. Profils de restriction de l’IGS 
 Afin de révéler la variabilité génétique au sein des deux grands groupes, les produits 
d’amplification ont été digérés. Pour le groupe 1, quatre enzymes ont été sélectionnées (HinfI, 
HaeIII, NdeII et Tru9I). Concernant le groupe 2, trois endonucléases ont été retenues (HinfI, 
HaeIII et NdeII) ; l’enzyme Tru9I ne détectant pas suffisamment de polymorphisme dans ce 
groupe a été écartée. La digestion et la visualisation des profils suivent les mêmes protocoles 
que ceux appliqués pour l’ITS (voir ci-dessus). 
Sur l’ensemble des échantillons analysés, plusieurs profils de restrictions ont été 
identifiés dans les deux groupes (Fig.3) (voir Chapitres 3 et 4). Ces résultats traduisent la 
présence d’une forte diversité génétique au sein du groupe 1 et du groupe 2. 
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II. Les amplifications inter-microsatellites (ISSR) 
II.1. Principe 
Afin d’implémenter la forte variabilité génétique observée, des marqueurs 
moléculaires ISSR (« Inter Simple Sequence Repeat ») ont été développés. Ces marqueurs 
réputés très variables, permettent de discriminer finement les individus génétiques chez les 
champignons basidiomycètes ectomycorhiziens (e.g. Gherbi et al., 1999 ; Sawyer et al., 
1999). La technique ISSR repose sur un principe simple. Elle consiste en une amplification à 
l’aide d’une amorce unique des fragments compris entre des microsatellites de même 
séquence mais en conformation inverse (Gupta et al., 1994 ; Zietkiewicz et al., 1994). Les 
amorces utilisées correspondent à un motif répété complémentaire de la séquence d’un brin de 
microsatellite, et de résidus nucléotidiques ancrés en 5’ ou 3’ (Tab.1). Les résidus 
nucléotidiques ou bases arbitraires s’hybrident aux régions flanquantes des microsatellites. Le 
polymorphisme entre individus peut ainsi résulter d’insertions ou de délétions dans les régions 
entre microsatellites adjacents (Fig.4). Des modifications de séquences de ces mêmes 
microsatellites ou des régions flanquantes peuvent aussi empêcher la fixation de l’amorce et 
créer des différences de profils entre individus (Fig.4). La technique ISSR génère des 
marqueurs dominants, c’est-à-dire ne différenciant pas les homozygotes des hétérozygotes, en 
opposition aux marqueurs co-dominants. Malgré tout, ils présentent l’avantage de donner un 
grand nombre de marqueurs polymorphes. Leur mise en œuvre est également relativement 
facile, et ne nécessite pas de connaissance a priori du génome. 
II.2. Adaptations à T. scalpturatum 
Des tests préliminaires ont été effectués sur neuf amorces ISSR différentes. Celles 
susceptibles de révéler du polymorphisme ont été sélectionnées, notamment l’amorce 
BDB(ACA)5 (nommée R3) (Gryta et al., 2006 ; Annexe 1). Les différents oligonucléotides 
retenus pour les amplifications inter-microsatellites dans nos différents travaux sont indiquées 
dans le tableau 1. Le mélange réactionnel a été préparé comme précédemment indiqué pour 
l’amplification de l’ITS (voir ci-dessus), excepté pour la concentration de l’amorce, ici de 2 
µM. La réaction d’amplification débute ensuite par 3 min à 94°C suivi de 37 cycles 
comprenant une étape de dénaturation (94°C, 45 s), une étape d’hybridation de l’amorce 
(entre 50 et 61°C selon l’amorce, pendant 45 s), et une étape d’élongation (72°C, 45 s) ; 10 
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min à 72°C clôturent la réaction de PCR. Les profils ISSR ont ensuite été visualisés par 
électrophorèse sur gel d’agarose à 1.6%. 
Afin de vérifier la reproductibilité des marqueurs ISSR plusieurs tests ont été 
effectués. En effet, pour chaque réaction PCR, des témoins positifs, c’est-à-dire plusieurs 
échantillons préalablement sélectionnés (1 à 10), ont systématiquement été inclus. 
L’amplification des régions inter-microsatellites a également été conduite au moins deux fois 
sur la moitié des échantillons. En dernier lieu, des comparaisons ont été réalisées entre 
plusieurs extraits d’un même échantillon (au total sur environ 70 isolats). Les profils obtenus 
en ISSR se sont avérés être reproductibles d’une amplification à une autre, mais aussi entre 
les différents extraits. 
La visualisation des profils ISSR révèle la présence de variations entre échantillons 
(voir pour exemple la figure 5). Ces différences traduisent l’existence d’une forte diversité 
génétique chez le taxon T. scalpturatum. Les résultats obtenus en ISSR corroborent donc les 
observations établies à l’aide des profils de restriction de l’IGS2 (voir Chapitre 3). 
Néanmoins, plusieurs génets identifiés en ISSR peuvent présenter un même profil de 
restriction de l’IGS2 (Fig.6), dû aux différences de niveaux de résolution intra-spécifique 
entre ces deux techniques moléculaires. 
III. Conclusion 
 Au travers des outils moléculaires utilisés dans ce travail de thèse il a été possible 
d’accéder à la variabilité intra-spécifique de la morpho-espèce T. scalpturatum. Ces méthodes 
montrent, par conséquent, leur réel intérêt dans l’étude de populations de champignons 
ectomycorhiziens. En effet, comme vous le découvrirez dans les prochains chapitres, ils nous 
ont permis d’accéder à de nombreux paramètres populationnels, par exemple le nombre 
d’individus, la taille des individus, et les capacités de dispersion. Malgré tout, le 
développement de nouveaux marqueurs co-dominants, tels que les microsatellites, permettrait 
d’accéder à d’autres paramètres de diversité génétique, comme le taux d’hétérozygotie, et ce, 
dans le but d’inférer des paramètres démographiques comme la taille efficace (Ne), c’est-à-
dire le nombre d’individus d’une population participant réellement à la reproduction. 
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CHAPITRE 2 – DIVERSITE ET STRUCTURE GENETIQUE 
DU CHAMPIGNON ECTOMYCORHIZIEN TRICHOLOMA 
SCALPTURATUM EN EUROPE 
 
Ce travail a fait l’objet d’une publication dans une revue scientifique : Carriconde F, Gardes 
M, Jargeat P, Heilmann-Clausen J, Mouhamadou B, Gryta H, 2008, Population evidence of 
cryptic species and geographical structure in the cosmopolitan ectomycorrhizal fungus, 
Tricholoma scalpturatum. Microbial Ecology. DOI 10.1007/s00248-008-9370-2 
 
Une première étude de population du champignon ectomycorhizien Tricholoma 
scalpturatum a montré une très forte diversité génétique au sein de ce taxon (Gryta et al., 
2006, Annexe 1). Cette forte variabilité ce traduit en partie par la présence de deux grands 
groupes génétiques, qualifiés de groupes 1 et 2. T. scalpturatum, comme nous l’avons 
précédemment explicité, est une espèce à large aire de distribution que l’on retrouve 
notamment en Europe. A l’aide de divers marqueurs moléculaires (Annexe 1, Chapitre 1), les 
objectifs du travail présenté dans ce chapitre étaient donc 1) d’examiner la diversité génétique 
de T. scalpturatum et sa structure à partir de plusieurs populations de l’Europe de l’Ouest et 
2) de généraliser, ou non, l’existence des deux groupes génétiques à une large échelle 
géographique. 
 
 L'étude a porté sur 164 carpophores de Tricholoma scalpturatum provenant de 30 
populations (sites) de l’Europe de l’Ouest, plus particulièrement situées en Scandinavie 
(Danemark et Suède), dans le Sud de la France et en Espagne. Les carpophores ont été 
caractérisés par typage moléculaire à l’aide de différentes méthodes : le séquençage de 
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l’espaceur intergénique transcrit (ITS), les profils de restriction de ce même ITS et les 
amplifications inter-microsatellites (ISSR ; Inter Simple Sequence Repeat). Ces marqueurs 
moléculaires présentent des niveaux de variations génétiques différents, allant de l’ITS défini 
comme variable au niveau inter-spécifique, jusqu’aux ISSR variables au niveau intra-
spécifique (entre individus). 
 
 Quel que soit le marqueur moléculaire, les résultats ont montré une très forte variation 
génétique au sein du taxon Tricholoma scalpturatum. L’alignement de séquences de l’ITS 
provenant de différents échantillons et de localités a permis de différencier les échantillons en 
deux groupes génétiques distincts (groupe 1 et groupe 2). Les séquences ITS des échantillons 
d’un même groupe ne présentaient aucune variation. En revanche, 4% de variation 
nucléotidique (i.e. 96% de similitude) a été observée entre les séquences ITS des deux 
groupes. Les données obtenues par la suite en profils de restriction de l’ITS et en 
amplification inter-microsatellites supportent la présence de deux entités génétiques au sein 
de ce taxon. La distribution spatiale de ces 2 groupes génétiques a ensuite était étudiée. Ces 
groupes, étaient présents à la fois dans le Nord et le Sud de l’Europe, et parfois sur un même 
site. Ces résultats laissent donc supposer une distribution géographique large des deux 
groupes en Europe. Malgré cette apparente homogénéité dans la distribution spatiale de la 
diversité génétique, les tests de différentiation génétiques (indice de différentiation Φst, 
analogue à l’indice Fst de Wright), calculés à partir des données ISSR, indiquent une très 
forte différentiation entre populations. Certaines fortes valeurs de Φst ont même été observées 
entre populations distantes uniquement de quelques kilomètres. 
 
 Les différents outils moléculaires utilisés au cours de cette étude ont révélé une très 
forte diversité génétique chez Tricholoma scalpturatum, se traduisant en partie par l’existence 
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de deux grands groupes génétiques. Ces résultats suggèrent donc la présence d’au moins deux 
espèces cryptiques à large aire de distribution au sein de ce taxon. Ceci semble confirmer dans 
un premier abord le point de vue de certains auteurs sur l’aspect cosmopolite des micro-
organismes (e.g. Garcia – Pichel et al., 1996; Finlay 2002.). Cependant, la forte structure de la 
diversité entre populations pourrait au contraire, elle, supporter l’hypothèse d’endémisme 
chez ce micro-organisme (Cho et al., 2000 ; Fisher et al., 2001). 
 
Ce travail de recherche ouvre des perspectives sur de nombreux points, tels que : 
• Le statut taxonomique et phylogénétique des deux groupes. 
• L’existence d’un isolement reproducteur ou non entre ces deux groupes. 
• Les différents processus susceptibles d’expliquer la forte structure observée, 
comme une dispersion limitée entre populations, les effets fondateurs ou la 
dérive génétique. 
• Leur réelle co-occurrence à une échelle locale, en d’autres termes comment les 
deux groupes se répartissent-ils dans l’espace ? Ont-ils une phénologie 
différente ? A-t-on des interactions compétitives ou au contraire y a-t-il 
facilitation ? 
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CHAPITRE 3 – STRATEGIE DE REPRODUCTION ET 
CAPACITE DE DISPERSION DE DEUX ESPECES 
GENETIQUES CRYPTIQUES CHEZ LA MORPHO-ESPECE 
TRICHOLOMA SCALPTURATUM 
 
Ce travail fait l’objet d’un article à soumettre dans la revue scientifique Molecular Ecology : 
Carriconde F, et al. High sexual reproduction and limited dispersal in two potential cryptic 
species from the ectomycorrhizal fungus taxon, Tricholoma scalpturatum. 
 
 Le travail présenté dans ce chapitre porte sur les différents traits d’histoire de vie 
rencontrés chez les deux grands groupes génétiques présents au sein du taxon Tricholoma 
scalpturatum (groupes 1 et 2). Nos objectifs étaient 1) de caractériser leurs stratégies de 
reproduction, à savoir, la part du développement végétatif versus celle de la reproduction 
séxuée dans la colonisation d’un habitat et 2) d’inférer leurs capacités de dispersion. 
 
 Deux sites pilotes ont été sélectionnés dans le Sud de la France. Ces sites se trouvent à 
proximité des localités d’Ambrans et de Rimont, respectivement, dans les départements de 
l’Aveyron et de l’Ariège. L’étude a porté sur 473 carpophores, cartographiés et récoltés au 
cours de trois années, de 2004 à 2006, sur ces deux sites. Un premier typage moléculaire, à 
partir des profils de restriction de l’espaceur intergénique transcrit (ITS-RFLP), a permis 
d’identifier au préalable les structures de reproduction appartenant au groupe 1 ou au groupe 
2. La variabilité génétique intra-groupe a ensuite été définie à l’aide des amplifications inter-
microsatellites (ISSR) et des profils de restriction de l’espaceur intergénique non transcrit 
(IGS-RFLP). 
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 Les profils ISSRs ont mis en évidence une très forte diversité génétique au sein de 
chaque groupe. En effet la plupart des génets (= individus génétiques), identifiés sur le site 
d’Ambrans et de Rimont, n’étaient représentés que par un seul carpophore. L’existence d’une 
forte variabilité intra-groupe a largement été confirmée par le grand nombre de profils de 
restriction de l’IGS obtenus pour les groupes 1 et 2 sur nos deux sites pilotes. Par ailleurs, les 
résultats ont révélé une forte structure spatiale de la diversité sur de faibles distances. En effet, 
il existe une corrélation significative et positive entre la similarité génétique et la proximité 
géographique entre les génets dans les premiers mètres, quel que soit le site ou le groupe. 
 
 La forte diversité génétique observée pour chacun des deux grands groupes du taxon 
T. scalpturatum, semble clairement souligner l’importance de la reproduction sexuée dans la 
structure de leurs populations. Les populations se maintiennent par le recrutement permanent 
de nouveaux mycéliums issus de spores sexuées. Cette structure apparaît comme également 
dépendante des faibles capacités de dispersion rencontrées chez ces deux groupes. La forte 
reproduction sexuée et la dispersion limitée sont donc deux traits d’histoire de vie partagés 
par le groupe 1 et le groupe 2. Une faible dispersion à l’échelle locale serait susceptible 
d’expliquer en partie les fortes divergences génétiques entre populations observées à l’échelle 
de l’Europe (Carriconde et al., sous presse ; voir chapitre 2). 
 
 Les travaux présentés dans ce chapitre et dans les précédents (chapitre 1 & 2) se 
basent, comme la majeure partie des études en biologie des populations de champignons 
ectomycorhiziens, sur le seul échantillonnage des structures de reproduction. Or, le mycélium 
est également présent dans le sol au niveau des mycorhizes et sous la forme de filaments 
(=hyphes) extra-matriciels. Il apparaît donc indispensable d’étudier par la suite la population 
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du sol, afin de la comparer aux observations effectuées à partir des carpophores, et de 
quantifier le biais d’échantillonnage sur l’analyse de la diversité génétique. Cette approche 
sera exposée dans le prochain chapitre (chapitre 4). 
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Abstract 
Dispersal and establishment are fundamental processes influencing the response of species to 
environmental changes, and the long-term persistence of populations. Our study relates to the 
dispersal biology and reproductive strategy of a common, widely distributed mushroom 
species, Tricholoma scalpturatum, that forms ectomycorrhizal associations with a diverse 
array of trees and shrubs. A previous population study (Carriconde et al., 2008) revealed 
strong genetic differentiation among partially isolated sub-populations, suggesting restricted 
dispersal in this wind-dispersed cosmopolitan fungus. We also detected two distinct genetic 
groups (refererred to as genetic group 1 and 2), potentially cryptic species, at the spatial scale 
of a site, in various locations.  The present work combines spatial autocorrelation analyses 
and variable molecular markers (ISSRs and IGS2-RFLPs) to examine fine-scale patterns 
(<140 m) of genetic structure, in an effort to determine the physical scale at which genetic 
structure is built. Furthermore, this study yields insights into the role of clonal vs. sexual 
reproduction in the establishment of co-occurring populations of the two genetic groups. A 
total of 474 fruit bodies were mapped and collected over three years from two plots located in 
the South of France, including 219 and 254 samples from group 1 and group 2, respectively. 
High genetic diversity and the presence of numerous small genets were observed in both 
groups. Mapping and autocorrelation analyses revealed that genets were not randomly 
distributed. Indeed, positive spatial genetic structures were detected in the first meters (up to 
10 m and 5 m for the group 1 and group 2, respectively). Mantel tests confirmed this 
isolation-by-distance pattern and clustering of related genets. We conclude that sexual 
reproduction strongly influences the spatial structure within local populations of the two 
groups. To our knowledge, the present work is the first to clearly demonstrate high spatial 
structuring of genets at very small geographical scales in an ectomycorrhizal fungal species, 
in patterns consistent with restricted contemporary dispersal of individuals or spores. 
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Introduction 
Reproductive strategies and dispersal are of considerable significance for population 
biology because they affect genetic diversity and contribute to population structure. In fungi, 
the principal agent of gene flow is spores which are liberated and dispersed through the air, 
although a number of fungi disperse their spores through the intervention of animals (e.g. 
mites, insects, mammals) (Burnett, 2003). Once an individual becomes established it can 
grow indeterminately by the process of apical extension of hyphae (= the microscopic 
structural unit). The ability of hyphae to branch in a regular manner results in the 
development of a hyphal network, the mycelium, which is the effective ecological unit. The 
space occupied will depend upon the species involved, the individual’s genome, and the 
environment in which the mycelium occurs (Burnett, 2003). In the majority of fungi, 
reproduction and spore dispersal are phases that recur periodically throughout the life of the 
mycelium.  
 
Collectively, the fungi are organisms that show great diversity with respect to their 
reproductive systems (Anderson & Kohn, 1998). Along with species with asexual 
reproduction by mitotic spores and sexual reproduction by means of gametes, are those which 
lack one or the other, or both of these reproductive means.  Even when fungi have a sexual 
stage, they occur commonly in the field as asexual fungi through clonal propagation. In other 
words, fungi can perpetuate adaptative genotypes asexually and create clonal population 
structure, regardless of the ability or inability of a given species to reproduce sexually 
(Anderson & Kohn, 1998).  
 
Molecular markers have improved our understanding of the extent to which both meiotic 
(sexual) and asexual (mitotic) mechanisms are operating in nature. However, the mycelial 
Chapitre 3 
 - 54 -
nature of fungi, clonal behavior, and habit of being submerged or embedded within a 
substrate (e.g. the soil environment for mycorrhizal fungi) present problems, both 
theoretical and practical, in recognizing individuals and describing populations (Anderson 
& Kohn, 1998; Burnett, 2003). In practice, populations of fungi, particularly those of 
macrofungi, are often characterized by occurrence of their sexual reproductive structures 
called fruit bodies or sporocarps. Using this stage-based approach of sampling, the 
reproductive traits of species and individuals can be inferred from the number, the size and 
the persistence of multilocus genotypes (= genets).  
 
The ectomycorrhizal fungi (an ubiquitous component of soil microbiota in many forest 
ecosystems) develop fruit bodies either above ground (epigeous, mushroom-like) or below 
ground (hypogeous, truffle-like), and produce thousands of millions of meiotic spores. Their 
vegetative thallus is a mycelium that sometimes spans large areas (e.g. up to 300 m² for 
different species of Suillus (Bonello et al., 1998; Dahlberg & Stenlid, 1990), up to 30 m in 
diameter for Cortinarius rotundisporus (Sawyer et al., 1999). This vegetative body forms 
close association with roots of many trees and shrubs. Such associations are known as 
ectomycorrhizae, and experiments have shown that they can increase the uptake of plant 
nutrients, such as phosphorus and nitrogen, as compared to uninfected roots (Smith & Read, 
1997). In exchange, the plant can supply the fungus with carbohydrates, resulting in a 
reciprocal nutrient flow in most mycorrhizal associations. In contrast to many groups of fungi, 
asexual spores are absent or very rare (Hutchison, 1991).  
 
Researches on ectomycorrhizal population structure have emphasized the colonization 
patterns of the species (Dahlberg & Stenlid, 1990; Redecker et al., 2001). When genets are 
small and do not persist over time, populations of the species are presumed to have 
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established by sexual reproduction via meiospores. At the other extreme, long-lived perennial 
genets are characteristics of populations that have established vegetatively via mycelial 
spread.  Species that fall in the first category are often early colonizers with ruderal behavior 
(e.g. the typical pioneer species Hebeloma cylindrosporum (Gryta et al., 1997), and species of 
the genus Laccaria (Gherbi et al., 1999)). However, such a pattern of small short-lived genets 
has also been observed for ECM species that are typical protagonists of the late stages of 
succession (e.g. Amanita francheti, Lactarius xanthogalactus, and Russula cremoricolor in a 
mature pine forest in California (Redecker et al., 2001)). 
 
Population genetics from fruit body collections also contributes to our understanding 
of dispersal. Most studies tend to focus on standard techniques such as estimation of FST and 
related statistics to measure gene flow and migration rates. Using these population-based 
measures, whereby species are arbitrarily divided into partially isolated subpopulations, 
several authors have found substantial genetic differentiation among sub-populations of ECM 
fungi, particularly when they were separated by long distances (Bergemann & Miller, 2002; 
Carriconde et al., 2008; Murat et al., 2004). For instance, (Bergemann & Miller, 2002) 
showed high genetic differentiation (FST=0.434) between two sub-populations of Russula 
brevipes from California and Wyoming, suggesting the absence of dispersal at large 
geographic scale (1500 km). On the other hand, no evidence of population structure was 
found across three isolated subpopulations of the same species when sampling was conducted 
at smaller spatial scales (ranging from 200 to 1090 m) in an oak/pine woodland of California 
(Bergmann et al., 2006). Similarly, in Laccaria amethystina (Gherbi et al., 1999) and Suillus 
grevillei (Zhou et al., 2001) calculation of FST indicated no conspicuous differentiation 
between populations separated by distances <700m, suggesting an extensive gene flow. 
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More recently, mycologists have attempted to characterize contemporary gene 
dispersal (rather than evolutionary averages of dispersal) using individual-based methods, 
such as spatial autocorrelation analysis (Dunham et al., 2006; Kretzer et al., 2005; Liang et 
al., 2004). These methods directly analyze genotypes of individuals, and have the advantage 
to be completely independent from any assumption of artificial population substructure. They 
are used to investigate the fine-scale patterns of spatial distribution and genetic structure, and 
from these patterns to infer the biological processes leading to clustering of genotypes (e.g. 
local adaptation, restricted gene flow, clonal reproduction). Spatial autocorrelation analysis 
also provides a useful technique by which to establish operational units for conservation and 
management of fungal diversity. For instance, in a study on the genetic variability of a 
population of the Pacific golden chanterelle (Cantharellus formosus), Dunham et al. (2006) 
employed multilocus (microsatellite) approach to spatial autocorrelation analyses. By testing 
for autocorrelation at multiple scales, they found that the extent of detectable positive spatial 
genetic structure was up to 400 m. The authors speculated that the non-random distribution of 
genets was best explained by limitations in the distance that fungal individuals (or spores) can 
disperse.   
 
At present, there is no clear information on how fungal species will respond to global 
changes, human occupation, and fragmentation of habitats by increased agricultural and 
forestry activities. The present study is part of our continuing search for patterns and 
processes in the spatial ecology of plant-associated fungi. Our general objective is to provide 
insights into the reproductive biology (sexual versus asexual) and the dispersal capability of 
ectomycorrhizal fungi. We focus on the basidiomycete Tricholoma scalpturatum because we 
have accumulated substantial knowledge on the ecology and population genetics of this 
particular species over multiple years of sampling of fruit bodies (= basidiocarps), and we 
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have long-term plots for reliable fruiting. Briefly, we found evidence that the morphospecies 
T. scalpturatum (i) invests highly in sexual reproduction rather than vegetative growth (Gryta 
et al., 2006), (ii) is a species complex composed of at least two cryptic genetic species (called 
genetic group 1 and 2) which can fruit in the same forest stand, even a few centimeters apart 
(Carriconde et al., 2008), (iii) shows high estimates of population differentiation (FST) among 
European populations in both groups, including at relatively small geographical scales (2 km 
apart) (Carriconde et al., 2008). 
 
Here, we asked whether there are differences in the reproductive strategies between 
co-occuring populations of the two genetic groups, under two different environmental 
conditions (a naturally established oak/pine forest and a spruce plantation). In addition to 
traditional population-based measures to describe the diversity, we also employ spatial 
autocorrelation techniques to examine fine scale (<140 m) patterns of genetic structure in both 
groups, and test for non-random distribution of genets. Fruit bodies were sampled over three 
years at each site, and assigned to group 1 or group 2 following digestion of the amplified 
nuclear rDNA internal transcribed spacer (ITS) using the enzyme Tru9I and electrophoresis as 
described by Carriconde et al. (2008). For the characterization of genets, we used inter-simple 
sequence repeats (ISSRs) (Carriconde et al., 2008; Gryta et al., 2006), and we also developed 
molecular markers in the nuclear rDNA intergenic spacer (IGS2 region).  
 
Materials and Methods 
Study sites   
 Fruit bodies were taken from two sites that are located in the south of France, at 
Ambrans in Aveyron county (44°31’N, 2°41’E) and Rimont in Ariège county, (43°00’N, 
1°17’E), at an elevation of approximately 515 m and 475 m, respectively. The first site 
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consists of a naturally established forest dominated by Quercus pubescens and Pinus 
sylvestris with alternance of closed canopy and open areas, on a calcareous soil (pH= 8). At 
Rimont, the sampling was conducted in an even-aged (35 yr old) spruce (Picea abies) 
plantation with closed canopy, growing on a slightly acidic soil (pH = 6.5). The two sites are 
approximately 200 km apart from each other.  
 
Sampling and conservation 
Fruit bodies of T. scalpturatum were mapped (Fig.1) and collected in 2004, 2005, and 
2006. The fruiting peak took place during less than two weeks each year, generally at the end 
of the autumn (mid-November). However, the sites were visited weekly from the end of 
September until mid-December, to check for early- or late- fruiting. All fruit bodies were 
collected excepted when they were densely grouped. In this case, only fruit bodies that were 
separated by a minimum distance of 5 cm were taken. The position of each fruit body was 
mapped with a precision of about 1 cm. The total size of the sampling plots was 
approximately 140 x 80 m and 50 x 20 m at Ambrans and Rimont, respectively (Fig.1). No 
fruit bodies have been observed outside the two plots, at each site.  
Small pieces of inner caps and gills from fresh fruit bodies were placed in CTAB 2x 
buffer (100 mM Tris HCl (pH 8), 1.4 M NaCl, 20 mM Na2 EDTA, 2% CTAB) and stored at -
20°C. The remains of fruit bodies were air dried at 55°C during a few hours, and the vouchers 
stored at the Laboratory “Evolution & Diversité Biologique”. 
 
Storage, DNA extraction and molecular typing of the two genetic groups  
Extractions were performed on fresh tissue in CTAB 2x according to the protocol 
described in Carriconde et al. (2008). The two genetic groups are phenotypically 
indistinguishable (Carriconde et al. 2008). The samples were assigned to one group based on 
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the restriction profiles of the amplified internal transcribed spacer (ITS-RFLPs) using the 
four-cutter enzyme Tru9I known to differentiate the two genetic groups (Carriconde et al. 
2008). 
 
Inter simple sequence repeat (ISSR) amplification and reproducibility 
Four ISSR primers (R1, R2, R3 and R5 which sequences are respectively 
DHB(CGA)5, DDB(CCA)5, BDB(ACA)5 and (CCA)5S with B = C, G or T ; D = A, G or T, H 
= A, C or T and S = C or G) were selected for their ability to present clear patterns and 
polymorphism in each group. Amplifications were carried out in a final volume of 25 µl 
containing 10 ng of template DNA, 0.2 mM of each dNTP, 4 µM of primer, 1 U of Taq DNA 
polymerase (Go Taq™, Promega) with the appropriated Reaction Buffer (Promega). All 
reactions were performed in the same thermocycler (Master cycler Eppendorf), using 
conditions described by Gryta et al. (2006) and an annealing temperature of 58°C for R1 and 
R2, 50°C for R3 and 61°C for R5. Negative controls were included in each run to test for the 
presence of contaminants in the reagents. Visualisation of ISSR patterns was performed as 
described in Carriconde et al. (2008). 
To assess the reproducibility of the ISSR patterns for each primer, PCR reactions were 
repeated twice for half of the samples, and DNA from 55 selected basidiocarps were re-
extracted three times. To facilitate inter-gel comparisons, positive controls (6 to 10 selected 
DNA samples) were included in each PCR run and electrophoresis gels. 
 
RFLPs  in the IGS2 region of the nuclear ribosomal DNA unit (rDNA) 
Five samples from each of the two genetic groups were submitted to polymerase chain 
reaction using Rev5SA and RevNS1 primers (Selosse et al., 1996) as described by Gryta et al. 
(2006). The resulting IGS2 fragments were sequenced on both strands by Genoscreen (Lille, 
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France). Sequences were aligned with Clustal X version 1.82 (Thompson et al., 1997) and 
adjusted manually. Internal primers IGS-F (AGGGRGARAGTGGCAAATAG) and IGS-RA 
(ATCTCAACCCCATCCATCC) were designed with the software Primer3 (Rozen & 
Skaletsky, 2000) and subsequently used for PCR amplification of all the samples. PCR 
reactions were carried out in a 50 µl volume containing the appropriated Reaction Buffer 
(Promega), 0.5 µM of IGS-F and IGS-RA primers, 0.25 mM of each dNTP, 1 U of GoTaq 
Polymerase (Promega) and 10 ng of DNA. PCR cycling conditions were as follows: initial 
denaturation at 93°C for 3 min; 40 cycles at 93°C for 45 s, 55°C for 45 sec, 72°C for 1 min, 
and a final extension at 72°C for 10 min. All samples were genotyped using restriction 
fragment length polymorphisms of the amplified IGS2 region after digestion with 
endonucleases HinfI, HaeIII, and NdeII following the manufacturer’s recommendations and 
electrophoresis on agarose gels, as described in Gryta et al. (2006). Group 1 fruit bodies were 
also digested with Tru9I, but not group 2 fruit bodies because of lack of polymorphism in a 
subset of thirty samples. 
 
Genetic diversity 
 Only clear, well-separated fragments and shared at least by two samples were retained 
in the analysis of ISSR patterns. Each fragment was defined as an independent locus with two 
alternative alleles, coded either present (1) or absent (0). A binary presence-absence matrix 
was accordingly constructed and used for the following analyses. Thus, to establish the 
genetic relationship between samples and delineate multilocus genotypes the distance index 
of Nei & Li (1979) was computed using the software TREECON 1.3b (Gryta et al., 2006; 
Van de Peer & De Wachter, 1994). Basidiocarps for which the distance index was equal to 0 
were considered of the same genet. The size of each genet formed by several samples was 
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measured by the maximal distance between the two outermost fruit bodies. Genets formed by 
only one fruit bodies were arbitrarily sized up to 0 m. 
Genotypic diversity was estimated by calculating the ratio of the number of identified genets 
to the number of fruit bodies collected (Ellstrand & Roose, 1987). Genetic diversity was also 
established from the ISSR data by the percentage of polymorphic loci and the Shannon index 
(H). Shannon index was defined as follow: H = -Σpilog2pi, where pi is the frequency of a 
given allele at a considered ISSR locus (Lewontin, 1972). The percentage of polymorphic loci 
and the Shannon index were calculated with the help of POPGENE 1.31 software (Yeh et al., 
1997). 
The genetic diversity was also estimated by the number of IGS2 types. In order to evaluate 
the dissimilarity between IGS2 types, a binary matrix of presence and absence of digested 
fragments was constructed from RFLP patterns of IGS2. The dissimilarity index was 
calculated according to Nei & Li (1979) as described for the ISSR data. The correspondence 
between IGS2-RFLP and ISSR data was assessed by Mantel tests for each genetic group, and 
computed on the GenAlEx version 6 software (Peakall & Smouse, 2006). 
 
Spatial genetic structure analyses 
The spatial autocorrelation analyses were performed using the software package 
GenAlEx version 6 (Peakall & Smouse, 2006). This technique employs multivariate analysis 
methods (Smouse & Peakall, 1999) to calculate the autocorrelation coefficient r between 
pairwise geographic and pairwise squared genetic distance matrices within user-specified 
geographic distance classes. The coefficient r provides a measure of the genetic similarity 
between pairs of samples whose geographic separation falls within the specified distance 
class. This correlation coefficient has a mean of ‘0’ when there is no autocorrelation, and is 
bounded by [-1, +1]. Distance classes were chosen to present an even number of pairwise 
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comparisons. Tests for statistical significance of r were computed for each distance class 
using random permutation and bootstrapping as described by Peakall et al. (2003), with the 
number of permutations and bootstraps set to 1000. On small sample sizes, bootstrap errors 
tend to be larger than permutational errors, and consequently boostrap tests can lead to 
overestimate the null hypothesis (Peakall & Smouse, 2006). Here, we report on both bootstrap 
and permutational tests, but declare significance only when both tests indicate a significant 
result at P< 0.05. 
As one descriptor of the patterns of spatial genetic autocorrelation, we employed the 
traditional autocorrelograms, in which the calculated coefficients r are plotted as a function of 
distance. If a significant positive autocorrelation coefficient is found in the first distance class 
but not in the second class, one must consider that autocorrelation disappeared between those 
two classes (Diniz-Filho & Telles, 2002). Thus, the first intercept of the x-axis (x-axis 
intercept) is used to approximate the scale at which clustering of similar genotypes occurs. 
For each genetic group, spatial autocorrelation analyses were done on (i) complete 
data set (all samples included) (not shown), and (ii) a “culled” data set from which replicates 
of the same genet were removed. On the later case, the mathematical barycentre between fruit 
bodies of the same genet was calculated, and a new geographical coordinate was assigned to 
the multilocus genotype. To increase the total sample size and also counteract erratic fruiting, 
the data from the three years were combined, rather than treating each year separately.  
The analyses were conducted on (i) ISSR genotypes and (ii) IGS2 genotypes. The 
autocorrelation analysis with IGS can be done comparing two samples (fruit bodies) that have 
the same IGS allele because we know they have different ISSR alleles, and hence correspond 
to different individuals. If we do not do this, there is not enough variability in the IGS to 
perform an autocorrelation analysis with large enough sample sizes. 
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In addition to the above autocorrelation analyses, Mantel tests of matrix 
correspondence were performed using GenAlEx version 6 software (Peakall & Smouse, 2006) 
on pairwise geographic and linear genetic distance among genets. The significance of the 
correlation was estimated by 9999 random permutations. 
 
Genetic differentiation among years 
 Analysis of molecular variance (AMOVA, Excoffier et al., 1992) was carried out to 
test the distribution of genetic variability among years. Population differentiation was 
assessed from AMOVA using the ΦST index, analogous to the Wright’s F-statistics, on both 
the ISSR and IGS2-RFLP data sets, with the help of GenAlEx version 6 software (Peakall & 
Smouse, 2006). The analysis was done on genets of the group 1 and 2 separately, at each site.  
 
Results 
Genetic diversity 
From 2004 to 2006, a total of 473 fruit bodies were collected, including 219 and 254 
fruit bodies from group 1 and group 2, respectively. The two genetic groups co-occurred 
sympatrically at the two studied sites (Tab.1). 
 Within each group, multilocus genotypes (=genets) were detected by a combined 
PCR-ISSR fingerprint approach. Thus, four ISSR primers were used and generated 74 and 79 
reproducible and interpretable ISSR bands for the group 1 and the group 2, respectively. A 
clear polymorphism was observed, with percentage values ranging from 89.4 to 100% for the 
group 1 and 96.7 to 98.7% for the group 2, when the three sampling years were combined 
(Tab.2). Considering each sampling year independently, a less but still important percentages 
of polymorphic bands were obtained (Tab.2).  
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ISSR genotyping revealed a total of 144 genets on the 219 genetic group 1’s fruit 
bodies sampled. More precisely, at the Ambrans and Rimont site 87 and 57 genets were 
detected out of 125 and 94 analyzed fruit bodies, respectively (Tab.1). Concerning the genetic 
group 2, on a total of 254 basidiocarps, 178 genets were distinguished. Among the 156 and 98 
fruit bodies collected at Ambrans and Rimont respectively, 100 and 78 genets were 
encountered (Tab.1). Genotypic diversities (number of genets/number of fruit bodies) were 
consequently very high for both genetic groups and no important differences were observed 
between the genetic groups (Tab.1). These results are consistent with the low mean values of 
fruit bodies per genets (Tab.1). The Shannon index calculated on ISSR markers showed a 
high genetic diversity and no clear differences between the two genetic groups (Tab.2). All 
the results obtained support the idea of an important amount of genetic diversity within each 
genetic group at the two sites of the South of France. 
 PCR amplification of the IGS2 produced a DNA fragment ranging to about 1.0 to 1.5 
kbp. Restriction patterns highlighted the existence of numerous IGS2 types in the two genetic 
groups (Tab.2). In total, 19 and 6 IGS2-RFLP patterns were obtained for the genetic group 1 
at the Ambrans and Rimont sites, respectively. For the genetic group 2, this method separated 
fruit bodies in 17 IGS2 types at the Ambrans site and 24 IGS2 types at the Rimont site. These 
results confirm the strong level of polymorphism and diversity obtained with ISSR data 
(Tab.2). Mantel test was performed to examine correlations between IGS2-RFLP and ISSR 
pairwise genetic distance matrices. Results from this statistical test revealed significant 
correlation for genetic group 1 and group 2, and thus congruence, between the two types of 
molecular markers (r = 0.26 and p < 0.01 for the group 1; r = 0.50 and p < 0.01 for the group 
2). 
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Spatial genetic structure 
 Several genets were represented by numerous fruit bodies in the two genetic groups 
(see above). Thus, the maximal distance between outermost fruit bodies with the same ISSR 
pattern was calculated to infer the genet sizes. Genets were measured to few meters (<4m) 
excepted for one genet in the group 1 (Ambrans population) sized to 40 m, and one in the 
group 2 sized to 8.6 m (Rimont population). However, most genets were composed by a 
single fruit body. These results indicate that clonality do not contribute significantly to the 
local spatial structure. 
 To estimate the contribution of dispersal to the fine-scale genetic structure, spatial 
autocorrelation analyses were conducted by considering one fruit body per genet (see Material 
and Methods). Correlograms of the genetic autocorrelation (r) as a function of distance classes 
showed that genets were not randomly distributed. Indeed, a positive significant spatial 
autocorrelation was observed in the first meters in each genetic group (Fig.2). Genetic group 1 
showed first x-axis intercepts at 10.2 m and 10.5 m respectively at Ambrans and Rimont sites 
(Fig.2A1 & 2B1). Concerning the genetic group 2, it exhibited first x-axis intercepts at 5.2 m 
at Ambrans, and 3.9 m at Rimont (Fig.2A2 & 2B1). In addition to an initial positive 
autocorrelation, oscillations among lower and upper r values were detected at greater class 
distances on both genetic group, especially at the Ambrans site (Fig.2). Furthermore, 
differences seem to exist between the two groups. Indeed significant positive autocorrelation 
were observed at greater distances for the genetic group 1 than genetic group 2 (Fig.2). 
 Mantel tests were performed among genets to provide a relationship between genetic 
and geographic pairwises distances. All results reveal a significant decline of genotypic 
similarity along an increasing geographic distance (genetic group 1, r = 0.312, p = 0.001 and r 
= 0.498, p = 0.001; genetic group 2, r = 0.140, p = 0.005 and r = 0.190, p = 0.001; 
respectively on Ambrans and Rimont sites). Together, these results (i.e. autocorrelation 
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analyses and Mantel tests) strongly suggest that isolation-by-distance plays a significant role 
in the spatial structure of the genetic diversity within local populations for the two groups. 
 
Genetic differentiation among years 
 As described previously, few genets were recovered over the sampling years (0.04% 
for the genetic group 1; 0.02% for the genetic group 2). Moreover, the two genetic groups 
showed a high level of genetic with new genets every year. To better understand the 
population dynamics between years and the origin of this diversity we studied the amount of 
genetic differentiation (ΦST) among the three years of sampling on the two studied sites 
(Fig.3). Results from ISSR markers indicate a limited level of genetic differentiation among 
the years (Fig.3). Genetic group 1 had ΦST values of 0.08 and 0.07 at Ambrans and Rimont, 
respectively. The genetic group 2 showed a ΦST value of 0.07 at the two sites. Limited genetic 
differentiation was also recorded when pairwises ΦST were computed between two years for 
the both groups (Fig.3). The, IGS2-RFLP markers also confirmed these results (Fig.3). 
 
Discussion 
Fungi have the ability to reproduce sexually and asexually, with potential 
consequences for evolutionary processes such as gene flow and local adaptation. Sexual 
reproduction increases the probability of survival in changing and/or competitive 
environments, whereas asexual reproduction contributes to local propagation of well-adapted 
clones. Our data show that sexual reproduction strongly contributes to the genetic structure of 
local populations of the two T. scalpturatum genetic groups. Molecular markers revealed high 
genetic diversity in both the oak/pine forest and the spruce plantation. Indeed, ISSR 
fingerprinting, based on four primers, showed high percentages of polymorphic bands and 
important Shannon index diversities (Tab. 2). This trend was also supported by high 
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polymorphism in the IGS2 region (Tab. 2). The majority of genets was represented by a 
single fruit body, and a few genets comprised at least two basidiocarps (Tab. 1). Moreover, 
the proportion of perennial genets over the years of sampling was very low (Tab. 1). 
 
Occasional vegetative growth and well-established mycelium were somewhat 
observed. The two largest genets were sized up to 40 m (Ambrans site) and up to 8.6 m 
(Rimont site) for group 1 and group 2, respectively. This result suggests a local colonization 
by mycelial spread. However, when considering an annual growth of 0.3 to 1.1 m as generally 
reported for ECM fungi (Gryta et al., 2000, 2006; Selosse et al., 1998), a genet size of 40 m is 
unlikely. As numerous direct observations of mammal foraging were done, the existence of 
mycelial propagation through animal vectors cannot be excluded for these large-size genets. 
Overall, clonal reproduction is of subsidiary importance to sexual reproduction, and seems to 
occur mainly over very small distances (Tab. 1).  
Together, our data reveal that the two genetic groups of T. scalpturatum, like many other 
species of ECM fungi (Fiore-Donno & Martin, 2001; Gherbi et al., 1999; Gryta et al., 1997; 
Guidot et al., 2002), have a ruderal ecological strategy, and no differences were found in the 
genotypic diversity between a naturally established forest and a tree plantation.  
 
 Fungi typically produce huge amounts of spores that typically disperse long distances 
by wind, enabling them to colonize new territories or migrate rapidly (Brown & Hovmøller, 
2002). In theory, this process should eliminate population structure, even at a large spatial 
scale. However, an essential condition for aerial dispersal is that spores need to be transported 
upwards through the laminar boundary layer into the upper wind currents. Empirical evidence 
suggests that the majority of spores will not disperse far (<100m) from their point source 
(Burnett, 2003; James & vilgalys, 2001). 
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The present work combines spatial autocorrelation analyses and variable molecular 
markers (ISSRs and IGS2-RFLPs) to examine fine-scale patterns (<140 m) of genetic 
structure in the two genetic groups of T. scalpturatum, in an effort to determine the physical 
scale at which genetic structure is built in this wind-dispersed cosmopolitan fungus. After 
excluding replicate fruit bodies of the same genet significant values of the autocorrelation r 
indices were obtained within the first meters for both groups, at the two sites (Fig.2). In the 
largest distance classes the autocorrelation indices decrease to become null and sometimes 
oscillate between positive and negative values, especially at the Ambrans site (Fig.2). 
Consequently, it may be argued that each population consists of patches of genotypes that are 
similar to their nearer neighbours and dissimilar from more distant groups. Fine scale genetic 
could be attributed either to limited dispersal or to other processes as local adaptation. The 
observed pattern of initial positive autocorrelation and higher order oscillation is typically 
associated with restricted dispersal effects on the spatial clustering of genotypes (Epperson et 
al., 1999; Epperson & Li, 1997; Sokal & Jacquez, 1991; Sokal & Wartenberg, 1983). Mantel 
tests between genetic distances and geographical distance also confirmed the presence of an 
isolation-by-distance pattern between individuals in both groups (see Results). 
 
As outlined in the introduction, population studies that report on fine-scale spatial 
structure are sparse for ECM fungi (Tab. 3). To date, positive genetic clustering has been 
shown only for two species, Cantharellus formosus (Dunham et al., 2006) and to a much 
lesser extent Russula vinosa (Liang et al., 2004) (Tab.3). Spatial autocorrelation analysis of 
within-population variability in Cantharellus formosus (Dunham et al., 2006) revealed that 
genets were structured at greater distances (400 m) compared to our study. Another finding 
was a weak (although significant) spatial autocorrelation in the small distances classes, 
indicating a weak similarity of closed genets and a limited effect of restricted dispersal on 
Chapitre 3 
 - 69 -
population structure of the golden chanterelle. To our knowledge, the present work is the first 
to clearly demonstrate high spatial structuring at very small geographical scales, in patterns 
consistent with restricted contemporary dispersal of individuals or spores.The genetic 
structure of populations depends also on the establishment of individuals. Monitoring of 
fruiting during three years revealed that a few proportion of genets were re-sampled for the 
two genetic groups (Tab.1). This pattern naturally asks whether genet recruitment originates 
from within population or from outside coming spores. The weak levels of genetic 
differentiation between years (Fig.3) indicate that genets result from crossing among spores 
produced by fruit bodies originally present in the populations under investigation. This 
scenario is completely consistent with the short-distance dispersal feature of the two genetic 
groups. Indeed this involves that the probability to mate with neighbourhood is largely greater 
than with spores produced by foreigner genets.  
 
The limited dispersal abilities of the 2 groups affect the local spatial genetic structure 
and could have consequences on genetic exchange and spatial genetic structure at larger 
scales. A previous study of genetic differentiation in the two genetic groups of T. 
scalpturatum reported a very high and significant differentiation among 30 populations 
scattered in Western Europe (Carriconde et al., 2008). High differentiations values were also 
recorded between populations separated at least by few kilometers (2 km). Of interest, the 
highest genetic differentiation of group 2 (ΦST=0.49) compared to group 1 (ΦST=0.31), may 
perhaps result from a discrepancy in dispersal abilities. Indeed, a slightly higher ability to 
disperse was detected for group 1 (up to 10 meters) than group 2 (3 to 5 meters). This pattern 
could indicate differences in local colonization abilities between the two putative cryptic 
species. It may also explain these differences in genetic differentiation observed previously 
among local populations of the two groups at the European level (Carriconde et al., 2008).  
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In conclusion, knowledge of spatial genetic structure provides insights into processes 
such as dispersal and establishment of individuals, and the reproductive biology of the studied 
organism. Understanding the spatial structure has also practical implications for conserving 
genetic variability within species, and defining the minimum geographic distance at which 
samples are independent. Yet genetic studies of spatial structure in ectomycorrhizal fungi are 
sparse, relative to the total number of species and their ecological importance. The present 
study shows how spatial autocorrelation analyses enable detection of whether or not the 
genetic similarity between neighbouring individuals is greater than expected by chance, and 
provides evidence for high sexual reproduction and restricted dispersal in the two separated 
genetic groups found within the morphospecies T. scalpturatum.  It would be interesting for a 
future study to complement our understanding of the population structure and ecology of T. 
scalpturatum by analyzing the cryptic life of this fungus in the soil (ectomycorrhizae and/or 
mycelium). Parentage analysis through highly polymorphic co-dominant markers (e.g. 
microsatellites) would also reveal how established individuals contribute to the genetic make-
up of the population (Kretzer et al., 2005).  
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Table 1: Main characteristics of the populations of Ambrans and Rimont for the T. scalpturatum genetic group 1 and group 2. 
 
  Ambrans (Aveyron)   Rimont (Ariège) 
    2004 2005 2006 All   2004 2005 2006 All 
Genetic group 1                   
 Analysed fruit bodies 88 18 19 125  55 22 17 94 
 No. of genets (refound) 58 16 (3) 13 (1;1) 87  32 10 (2) 15 (2;1) 57 
 Genotypic diversity 0.66 0.89 0.68 0.70  0.58 0.45 0.88 0.61 
 Fruit bodies per genet          
       Range  1-14 1-2 1-6 1-14  1-7 1-8 1-2 1-8 
       Mean 1.52 1.13 1.46 1.45  1.72 2.2 1.13 1.65 
 Genets length (m)          
       Range  0 - 40.0 0 - 0.5 0 - 2.8 0 - 40.0  0 - 3.3 0 - 2.7 0 - 2.0 0 - 3.3 
       Mean 0.78 0.05 0.25 0.57  0.28 0.55 0.20 0.30 
Genetic group 2          
 Analysed fruit bodies 93 33 30 156  32 50 16 98 
 No. of genets (refound) 43 30 (3) 27 (1;1) 100  22 41 15 78 
 Genotypic diversity 0.46 0.91 0.90 0.64  0.69 0.82 0.94 0.80 
 Fruit bodies per genet          
       Range  1-19 1-2 1-3 1-19  1-8 1-3 1-2 1-8 
       Mean 2.16 1.10 1.11 1.56  1.45 1.22 1.07 1.26 
  Genets length (m)          
       Range  0 - 3.9 0 - 1.2 0 - 2.8 0 - 3.9   0 - 1.9 0 - 8.6 0 - 1.6 0 - 8.6 
       Mean 0.36 0.05 0.12 0.23  0.20 0.29 0.11 0.23 
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Table 2: Estimates of genetic diversity within genetic group 1 and group 2 from ISSR markers (percentage of polymorphic bands and Shannon 
index) and restriction patterns of the IGS2 (number of IGS2-RFLP types). 
 
  Ambrans (Aveyron)  Rimont (Ariège) 
   2004 2005 2006 All  2004 2005 2006 All 
Genetic group 1                    
ISSR Polymorphic bands 96.8% 93.9% 95.9% 100% 85.4% 48.4% 69.7% 89.4% 
 Shannon index (H) 0.26 ± 0.20 0.26 ± 0.25 0.29 ± 0.26 0.29 ± 0.20 0.19 ± 0.24 0.10 ± 0.22 0.17 ± 0.28 0.19 ± 0.24 
IGS2-RFLP No. of types 19 4 (4) 3 (2;3) 19 6 5 (5) 4 (4;4) 6 
Genetic group 2         
ISSR Polymorphic bands 96.7% 95.5% 90.7% 98.7% 83.0% 91.9% 86.1% 96.7% 
 Shannon index (H) 0.29 ± 0.24 0.31 ± 0.24 0.27 ± 0.26 0.32 ± 0.22 0.23 ± 0.27 0.23 ± 0.25 0.22 ± 0.26 0.25 ± 0.24 
IGS2-RFLP No. of types 16 10 (9) 8 (5;8) 17 9 15 (5) 14 (8;6) 24 
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Table 3: Fine-scale spatial genetic structure within ECM fungi populations accessed by index of differentiation (Fst or ΦST), Mantel test, Ripley’s 
K-function and autocorrelation analysis. Studies that showed correspondence between genetic and geographic distances are indicated in bold. 
The others studies did not demonstrate any spatial genetic structure. Asterisks correspond to ECM fungi sampled within subpopulations 
separated by less than 5 km. Pearson coefficient (r) and the associated p-value are indicated for Mantel tests. 
 
Species No. of samples 
No. of 
genets
No. of 
populations 
Molecular 
markers 
Fst or 
ΦST Mantel test Ripley’s K-function 
Autocorrelation 
analysis Authors 
Cantharellus formosus 203 106 1 SSR1 - - - positive until 400m Dunham et al. 2006 
Laccaria amethystina 634 388 3* ISSR2 <0.03 - - - Gherbi et al. 1999 
Laccaria amethystina 280 157 1 RAPD3 - r=-0.04; p=0.13 - - Fiore-Donno & Martin 2001 
Russula brevipes 124 71 3* SSR1 <0.01 - - - Bergmann et al. 2006 
Russula vinosa 32 32 1 RAPD3 - - clustering of 20m  Liang et al. 2004 
Rhizopogon vinicolor 103 97 3* SSR1 <0.08 - - no signal Kretzer et al. 2005 
Rhizopogon vesiculosus 145 84 3* SSR1 <0.07 - - no signal Kretzer et al. 2005 
Suillus grevillei 71 22 2* SSR1 0.024 - - - Zhou et al. 2001 
Tricholoma matsutake 280 38 6* SSR1 - 
r=0.316; 
p=0.706 
- - Lian et al. 2006 
Tricholoma scalpturatum GG1 219 144 2 ISSR2 - 
r=0.312 to 
0.498; p=0.001 
- positives until 10m This study 
Tricholoma scalpturatum GG2 254 178 2 ISSR2 - 
r=0.140 to 
0.190; p<0.01 
- positives until 3 to 
5m This study 
1SSR: Simple Sequence Repeat 
2ISSR: Inter Simple Sequence Repeat 
3RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA 
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Legends of figures 
 
Figure 1: Distribution of Tricholoma scalpturatum fruit bodies sampled from 2004 to 2006, 
at (A) Ambrans and (B) Rimont. Open squares represent fruit bodies from group 1, and closed 
triangles from group 2. Scales refer to meters. 
 
Figure 2: Spatial autocorrelation correlograms at (A) Ambrans and (B) Rimont for group 1 
(A.1 and B.1) and group 2 (A.2 and B.2). Analyses were performed on the entire genet 
population (2004, 2005 and 2006) for each genetic group. Dashed lines correspond to the 95% 
confidence intervals for the null hypothesis of no genetic structure and the bars to the 95% 
boostrapped confidence error of the genetic autocorrelation (r). Asterisks indicate geographic 
distances at which significant r values were observed. Arrows indicate the first x-axis 
intercept which provides an estimate of the extent of non-random genetic structure. 
 
Figure 3: Genetic differentiation (Φst) calculated independently on ISSR and IGS-RFLP data 
(values are noted as follows: ISSR/IGS-RFLP). Analyses were performed on genets (n = 
number of genets) of the genetic group 1 and group 2,sampled over three years (2004, 2005 
and 2006) at Ambrans and Rimont sites. (*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001). 
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Genetic group 1 Genetic group 2
Ambrans
Rimont
2004 2005 2006
0.03**/0.03* 0.11***/0.12**
0.08***/0.06*
0.07***/0.06**
2004 2005 2006
0.07***/0.02 0.06**/0.13***
0.09**/0.06**
0.07***/0.08***
2004 2005 2006
0.04/0.00 0.12*/0.00
0.06*/0.00
0.07*/0.00
Figure 3
2004 2005 2006
0.07***/0.07* 0.06*/0.01
0.11***/0.07*
0.08***/0.06*
n = 87
n = 58 n = 16 n = 13 n = 43 n = 30 n = 27
n = 32 n = 10 n = 15 n = 22 n = 41 n = 15
n = 100
n = 57 n = 78
- 83 - 
CHAPITRE 4 – LES CARPOPHORES SONT-ILS UN BON 
REFLET DE LA DIVERSITE ET DE LA STRUCTURE 
SPATIALE DES POPULATIONS DE CHAMPIGNONS 
ECTOMYCORHIZIENS ? L’EXEMPLE DE TRICHOLOMA 
SCALPTURATUM. 
 
Ce travail fait l’objet d’un article à soumettre dans la revue scientifique New Phytologist : 
Carriconde F, Jargeat P, Gryta H, Manzi S, Gardes M, Spatial ecology of populations of the 
ectomycorrhizal fungus, Tricholoma scalpturatum. 
 
 Les travaux précédents (Annexe 1, Chapitres 2 et 3) ont révélé l’existence de 2 
espèces cryptiques chez la morpho-espèce T. scalpturatum. La caractérisation des populations 
a également montré la présence de très nombreux génets de petite taille à l’échelle locale, et la 
co-occurrence des 2 groupes génétiques sur plusieurs sites. Pour des raisons pratiques, ces 
études s’étaient intéressées essentiellement aux carpophores (donc aux populations 
fructifiantes) et pas à l’ensemble du cycle de vie d’un champignon. Afin de pallier un biais 
potentiel dans l’échantillonnage, nous avons ici caractérisé les populations de T. scalpturatum 
à partir des ectomycorhizes. Nos objectifs étaient (i) de comparer la diversité et la structure 
des populations du sol aux résultats obtenus à partir des carpophores, et 2) d’examiner la co-
occurrence spatiale et temporelle des individus  des deux groupes dans le sol. 
 
 L’échantillonnage des mycorhizes a été réalisé sur un des deux sites pilotes 
précédemment décrit dans le chapitre 3, le site de Rimont en Ariège. Les mycorhizes ont été 
directement collectées sous les fructifications du groupe 1 et du groupe 2 à cinq différentes 
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dates, de mai 2006 à mai 2007. Après examens morphologiques, seuls les mycorhizes 
susceptibles d’appartenir à Tricholoma scalpturatum ont été récoltées (Fig.1). L’identification 
de celles appartenant soit au groupe 1 soit au groupe 2 a ensuite été réalisé par analyse de leur 
profil de restriction de l’espaceur intergénique transcrit (ITS). Les individus génétiques (= 
génets) ont par la suite été définis à partir des profils de restriction de l’espaceur intergénique 
non transcrit (IGS). 
 
 Sur les 628 mycorhizes dont l’ADN génomique a été extrait et amplifié avec succès, 
176 étaient du groupe 1 et 255 du groupe 2. L’étude de la variabilité génétique intra-groupe a 
mis en évidence l’existence de multiples profils de restriction de l’IGS. Les différents génets 
identifiés sur le système racinaire étaient, dans leur totalité, présents au niveau des 
carpophores. De plus, une forte corrélation a clairement été démontrée entre le nombre de 
mycorhizes et le nombre de fructifications produites pour un génet donné. L’ensemble des 
génets présents dans le sol semblait également structuré spatialement. En effet, leur répartition 
spatiale correspond bien à celle observée pour les carpophores. Le suivi au cours d’une année 
de l’abondance des mycorhizes du groupe 1 et du groupe 2 montre une variation dans leur 
production (tout particulièrement pour le groupe 1), et l’absence de ségrégation temporelle. 
En analysant la distribution spatiale des deux groupes génétiques sur chaque site, il apparaît 
que ceux-ci se partagent l'espace avec peu de recouvrement à l'échelle du site. 
 
 La comparaison mycorhizes – carpophores montre très clairement que la population 
fructifiante reflète la population souterraine. Les conclusions apportées précédémment sur la 
diversité des populations grâce à l’étude des carpophores ne sont pas remises en cause. .Le 
deuxième point fort de cette étude concerne la distribution spatiale des 2 espèces cryptiques. 
L’analyse a clairement révélé qu’il y avait une ségrégation spatiale des deux groupes. Bien 
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que sympatriques à l’échelle du site, il semble donc qu’ils n’occupent pas les mêmes 
territoires. Nos résultats ouvrent des perspectives intéressantes sur les mécanismes de 
structuration des communautés de champignons, notamment l’exclusion compétitive et la 
notion de niche écologique chez les champignons ectomycorhiziens. 
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Abstract 
• Most population studies on ectomycorrhizal fungi consist of sampling and analysing 
sexual reproductive structures (i.e. fruit bodies). It is assumed that fruit bodies reflect the 
spatial and temporal distribution of the mycelium in the soil. In this study, we compared 
the below- and above-ground distribution of two cryptic genetic species (groups 1 and 2) 
within the morphospecies Tricholoma scalpturatum. We also tested temporal and spatial 
co-occurrence between group 1 and group 2. 
• Ectomycorrhizae were collected from the forest floor of a Picea abies plantation, 
over a period of 12 months, beneath fruit bodies of T. scalpturatum. Molecular methods 
were used to identify groups 1 and 2, and to delineate individuals (= genets). 
• A good correspondence of genetic diversity, production and spatial structure 
between fruit bodies and mycorrhizae was observed for both groups. Groups 1 and 2 did 
not showed temporal partitioning, but revealed spatial segregation at a local scale. 
• Our results suggest that previous population studies based on T. scalpturatum fruit 
bodies sampling are not biased, and reflect the entire population. The competitive 
exclusion principle is given as one of the possible processes explaining spatial partitioning 
between the two cryptic species. 
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Introduction 
Ectomycorrhizal (ECM) fungi colonize roots of many terrestrial plants and thus form a 
symbiotic association. This biological association is a mutualistic interaction from which both 
partners, plants and fungi, can benefit (Smith & Read, 1997). The fungal partner provides 
mineral nutrition, water uptake, protection against root pathogens and a better growth to the 
host plant. In return, carbohydrates resulting from the plant photosynthetic activity are 
provided to the fungal symbiont. Consequently, the ectomycorrhizal symbiosis plays a crucial 
role in ecosystems functioning and biogeochemical cycles (e.g. carbon, nitrogen, and 
phosphorous cycles) (Smith & Read, 1997; Treseder & Allen, 2000). Among ECM fungal 
species, a large spectrum of functional abilities has been underlined (Smith & Read, 1997). 
Indeed, capacity to form ectomycorrhizae, rhizomorphs, and to mobilize soil nutriments, such 
as nitrogen and phosphorous sources, seems to vary between species (Agerer, 2001; Courty et 
al., 2005; Smith & Read, 1997). These differences have been also emphasized among genets 
(= genetic individuals) within a species (Smith & Read, 1997).  
 
Most ECM fungal population investigations have been devoted so far to describing the 
size and the persistence of genetically identical fruit bodies (e.g. Bonnello et al., 1998; Gryta 
et al., 1997; Redecker et al., 2001). A remarkable diversity in population structure and 
dynamics has been found among species For instance, many pioneer species such as 
Hebeloma cylindrosporum (Gryta et al. 1997), have small and non-perennial genets, and late-
succession species such as Suillus pungens (Bonello et al. 1998) have large and persistent 
genets. From those two opposite patterns, conclusions were drawn on the relative importance 
of two extremes of life history traits: spore establishment (sexual reproduction) versus 
vegetative growth (asexual reproduction). The majority of these studies on ECM fungal 
population structure have been done using sexual reproductive structures (i.e. fruit bodies). 
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The authors extrapolated that fruit bodies reflect the spatial and temporal distribution of 
mycorrhizae and extramatricial mycelia (= hyphae) in the soil. However, fruit body formation 
is an unpredictable phenomenon appearing during few days or weeks over a year and 
represents one part of the organisms, the above-ground view. Thus, it appears important to 
couple the above-ground approach to the below-ground view (based on extramatricial hyphae 
or mycorrhizae). To our knowledge genetic fingerprinting of fruit bodies and mycorrhizae has 
been only performed in populations of three species: Hebeloma cylindrosporum (Guidot et 
al., 2001), Suillus gevillei (Zhou et al., 2001) and Tricholoma matsutake (Lian et al., 2006). 
 
Tricholoma scalpturatum is a cosmopolitan ECM fungus species (Basidiomycota, 
Tricholomataceae) encountered in the Northern hemisphere (Bon, 1984; Christensen & 
Noordeloos, 1999; Ovrebo, 1989). This fungus colonizes a wide range of conifers and 
deciduous trees in various habitats (e.g. mixed or monospecific forests, riparian forests, 
planted trees in city parks). To our knowledge, this fungal symbiont does not present any 
culinary interest and has not been used in reforestation programs. Thus, it provides an 
interesting model to invest processes shaping population structure and dynamic in comparison 
to human-managed species (e.g. Cantarellus formosus, Dunham et al., 2003; Tuber 
magnatum, Rubini et al., 2004; Tricholoma matsutake, Lian et al., 2006). Analysis of fruit 
bodies from two populations revealed a high diversity and the presence of small and non-
perennial genets within T. scalpturatum, suggesting a significant impact of sexual 
reproduction in the local occupation of space The morphospecies T. scalpturatum was also 
separated into two genetic groups (referred to as genetic group 1 and group 2) that were found 
to be broadly distributed in Western Europe (Carriconde et al., 2008). Interestingly, fruit 
bodies of group 1 and group 2 co-occurred at small spatial scales in several localities 
(Carriconde et al., 2008). 
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In this study, our main objectives were 1) to compare the above- and below-ground 
population views for each genetic group, and 2) to examine temporal and spatial interactions 
between group 1 and group 2. The following questions were addressed : (i) what is the genetic 
diversity above- and below-ground? (ii) how is this genetic diversity distributed in space and 
time? and (iii) are the two groups co-occuring at a fine geographical scale in the soil? The 
field sampling was conducted at the two sites described previously by Carriconde et al. 
(2008): 1- a spruce plantation at Rimont, Ariège (09) and 2- a mixed pine-oak forest at 
Ambrans, Aveyron (12). Fruitbodies were collected from 2004 to 2006, and the 
ectomycorrhizae were picked under selected T. scalpturatum fruit bodies at the Rimont site 
for molecular identification of the fungal symbiont and population analysis. Restriction 
patterns of the amplified internal transcribed spacer (ITS-RFLPs) were used to identify the 
two genetic groups, and restriction patterns of amplified intergenic spacer 2 (IGS2-RFLPs) to 
identify genets within each group. 
 
Materials and Methods 
Study sites 
 This study was conducted at two sites located in the South of France, Rimont in 
Ariège (43°00’N, 1°17’E) and Ambrans in Aveyron (44°31’N, 2°41’E), respectively situated 
at an altitude of approximately 475 m and 515 m. The Rimont site corresponds to a plantation 
of 35 years old Picea abies trees on an acid soil (pH = 6.5). This monospecific plantation 
formed a densely and closed canopy. The Ambrans location is a mixed forest on a calcareous 
soil (pH = 8) dominated by Quercus pubescens and Pinus sylvestris trees. The vegetation 
formed a closed canopy alternating with open area. 
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Sampling of mycorrhizae 
 For sampling effort considerations, mycorrhizae were collected only from the spruce 
plantation at the Rimont site. The sampling procedure was based on the distribution of 
basiodiocarps. Thus, mycorrhizae were taken directly below fruit bodies. Indeed, a 
preliminary approach showed a very high probability to detect mycorrhizae of Tricholoma 
scalpturatum underneath basidiocarps, but not outside the fruit bodies clusters. To access 
further to the two genetic groups, molecular identification was carried out using restriction 
fragment length polymorphisms in the ITS (see below). For each sampling date, 5 
basidiocarps from each genetic group were randomly selected for analysis. Soil cores (15 cm 
diameter × 10 cm depth), were collected at five different dates: for year 2006: May 2nd, 
August 29th, and December 28th, and for year 2007: February 27 and May 7tth. The first two 
sampling dates were selected based on the basidiocarps sampled in 2005, the three following 
dates were based on fruit bodies collected in 2006. The mycorrhizae sampling on December 
28th, 2006 was done 10 days after collecting of fruit bodies. At the end, a total of 25 soil cores 
per genetic group were sampled over a period of approximately 12 months. For each sampling 
date, soil cores were taken at a minimal distance of 1m from each other to avoid 
autocorrelation effects. This distance was chosen based on the genet sizes previously 
observed by Carriconde et al. (unpublished). 
Each individual core was placed in a separate plastic bag and stored at 4°C. In the two 
following days, roots were laid on a sieve and carefully washed under tap water. Cleaned 
roots from a sampling core were placed on a Petri dish containing dionized water and 
examined under a dissecting microscope. Four roots supposed to present viable mycorrhizae 
of T. scalpturatum morphotypes were selected from each core, and at least 5 ECM root tips 
per root were sampled. Viability of mycorrhizae was based on their colour and turgescence. 
Each mycorrhizae sampled was an individual tip counted as one unit. To avoid biases in the 
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sampling procedure due to potential morphotypes differences between genetic group 1 and 
group 2, several pictures of ECM root tips were taken using a camera mounted on the 
dissecting microscope and compared. Collected mycorrhizae were put in 1.5 ml Eppendorf 
tubes containing 150 µl CTAB 2x buffer (100 mM Tris HCl (pH 8), 1.4 M NaCl, 20 mM Na2 
EDTA, 2% CTAB) and stored at -20°C. 
 
Genomic DNA isolation 
 Extractions from basidiocarps collected in 2002 were performed on fresh tissue in 
CTAB 2x according to the protocol described in Carriconde et al. (2008). Genomic DNA was 
extracted from mycorrhizae according to the protocol used for DNA extraction from fruit 
bodies (Wizard genomic DNA purification kit, Promega), with slight differences. CTAB 2x 
was taken off from the 1.5 ml Eppendorf tube and the mycorrhiza was washed with sterile 
deionized water. Two hundred microliters of Nuclei Lysis Solution were added to the 
microcentrifuge tube and the root tip was crashed using a pestle disposable mixer (Dutscher, 
France). The resulting homogenate was incubated at 65°C for 15 min. Following incubation, 
the Protein Precipitation Solution (67 µl) was added to the tube and the mixture centrifuged at 
13 000 rpm for 5 min. Genomic DNA present in the supernatant was precipitated with 
isopropanol and washed with 70% ethanol. DNA pellet was finally resuspended in 40 µl of 
sterile deionized water and diluted for Polymerase Chain Reaction (PCR) at a ratio of 1:20 
(v/v). 
 
Molecular genotyping 
Identification of genetic group 1 and group 2 (ITS-RFLP) 
 Identification of the genetic group 1 and group 2 from fruit bodies sampled in 2002 
and from ECM root tips was carried out as described in Carriconde et al. (2008), i.e. by the 
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length polymorphism of the nuclear rDNA internal transcribed spacer (ITS-RFLP) following 
PCR amplification of genomic DNA (ITS1-F and ITS4-B, Gardes & Bruns 1993), and 
restriction digestion with the Tru9I endonuclease. Twenty mycorrhizae were picked per soil 
core, but only half of them were genotyped, except for cores collected on December 28th, 
2006 for which all were molecularly analyzed. A sample size of at least 10 analyzed 
mycorrhizae per core was chosen because a preliminary analysis showed that it was high 
enough to systematically detect the presence of T. scalpturatum, with a reasonable sampling 
effort. Furthermore, adding more mycorrhizae did not result in a different pattern of diversity 
in most cases. 
 
Identification of genetic variability within genetic group 1 and group 2 (IGS2-RFLP) 
 To access to the genetic variability within the two putative genetic groups, restriction 
pattern of the nuclear rDNA intergenic spacer 2 (IGS2-RFLP) was applied on ECM root tips. 
The amplification of the IGS2 fragment from the two types of material was carried out as 
indicated in Carriconde et al. (unpublished). The resulting PCR products were digested with 
endonucleases following the manufacturer’s recommendations. Four endonucleases (HinfI, 
HaeIII, NdeII and Tru9I) were used to characterize group 1 samples and three enzymes 
(HinfI, HaeIII and NdeII) for group 2 samples. In the latter case, the Tru9I enzyme was not 
retained for its absence of sufficient detection of polymorphism inside the genetic group 2. 
Samples which displayed identical RFLP patterns from all restricted enzymes were 
considered to be the same IGS2-RFLP type. In addition, a binary matrix of presence and 
absence of digested fragments was constructed from RFLP patterns of IGS2, for statistical 
analyses (see spatial autocorrelation analyses). 
 
Data analysis 
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Genetic diversity correspondence between above-ground and below-ground 
 Resulting fragment length polymorphisms (RFLPs) of the ITS and IGS2 were used to 
match fruit bodies and mycorrhizae. Our criterion was a perfect correspondence with one 
enzyme for the ITS, and with 4 and 3 enzymes used on the IGS2 for the group 1 and group 2, 
respectively. Thereafter, genetic diversity from IGS2-RFLP markers was estimated for 
genetic group 1 and group 2 on fruit bodies and mycorrhizae by defining (i) the total number 
of IGS2 types, and (ii) the Shannon’s index diversity. The Shannon’s diversity index was 
defined as follow: H = -Σpilog2pi, where pi correspond to the relative frequency of each IGS2 
type, i.e. the proportion of samples of a given IGS2 type to the total number of samples. 
 
Spatial distribution of mycorrhizae 
 Following identification of IGS2 types observed above- and below-ground, we 
compare the ITS-RFLP and IGS-RFLP patterns of mycorrhizae and basidocarps. This 
approach enabled to test the correspondence between the above- and below-ground views of 
genetic structure. 
 We also examined the below-ground fine-scale genetic structure within genetic group 
1 and group 2 using spatial autocorrelation analyses with the software package GenAlEx 
version 6 (Peakall & Smouse 2006). The presence – absence matrix of IGS-RFLP fragments 
was used to calculate the autocorrelation index r between each sample pairwise for the 
different distances classes. The method used in this software is based on the Smouse & 
Peakall’s (1999) multivariate approach. We previously used this statistical procedure to 
investigate the above-ground spatial genetic structure (see Carriconde et al., unpublished). In 
the present work, spatial autocorrelation analyses were performed on (i) all the mycorrhizae 
samples and (ii) a “culled” data set containing only one sample per IGS type for a given soil 
core. 
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Temporal distribution of mycorrhizae and fruit bodies 
 To analyze the production of mycorrhizae over time, ECM root tips abundance was 
calculated at each sampling date for the two genetic groups. The abundance was defined as 
the number of mycorrhizae divided by the number of cores (here, five soil cores per date and 
per group; see above). However, before this calculation, 10 mycorrhizae were randomly 
drawn at each sampling date to avoid potential differences in the number of ECM root tips 
genotyped in ITS-RFLP between dates. From this random selection, statistical analyses were 
also performed to investigate temporal variations and production differences between the two 
genetic groups by a Chi-square test and a Mann-Whitney test, respectively, using the software 
R (Ihaka & Gentleman, 1996). 
 The temporal fruit body distribution of the group 1 and group 2 was investigated 
through 3 years at the Rimont site (2004 to 2006) and 4 years at the Ambrans site (2002 and 
2004 to 2006). This approach allow us to calculate the ratio of basidiocarp production 
between group 1 and group 2, at all sampling dates. 
 
Genetic group 1 and group 2 co-occurrence 
 A presence-absence matrix was organized to represent in row group 1 and group 2, 
and in column the sampling soil cores. Each entry in the matrix represents the absence (0) or 
presence (1) of mycorrhizae of genetic groups in a particular soil core. The C-scores index 
that measures pattern for the entire matrix (Stone & Roberts, 1990) was calculated using the 
co-occurrence module of the ECOSIM software (Gotelli & Entsminger, 2001). The observed 
index (a single number) is then compared to the distribution of the values obtained for 5000 
random matrices under null model assumption. Because we were comparing only one pair 
(group 1 versus group 2), we used only one null algorithm available in this software, the 
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fixed-equiprobable one. The raw totals were thus considered fixed, i.e. each genetic group 
occurs the same number of time through all sampling cores as in the real matrix. In contrary, 
the occurrence of each genetic group was considered randomly among the columns. Finally, 
in a non-random pattern of co-occurrence, the observed C-score should be significantly larger 
than expected by chance. 
 Above-ground co-occurrence was also tested at Rimont and Ambrans sites. The 
presence – absence matrix was constructed by defining cross-hatching onto the fruit body 
distribution maps. Meshes were delineated a first time at 1 x 1 m, and a second time at 2.5 x 
2.5 m to test different scales. Basidiocarps of one group was then recorded present or absent 
in a given unit area (1 x 1 m, or 2.5 x 2.5 m). Algorithm and statistical decision were defined 
as above for mycorrhizae samples. 
 
Results 
Correspondence between above- (fruit bodies) and below- (ectomycorrhizae) ground 
patterns of genetic diversity 
 From 2004 to 2006, 98 and 107 fruit bodies from group 1 and group 2, respectively, 
were mapped at the Rimont site and identified by ITS-RFLP (Tab.1). A total of 866 
mycorrhizae from 50 soil cores, collected over 5 sampling dates (from May 2006 to May 
2007) were individually extracted for DNA analysis. Amplification and restriction patterns of 
the ITS were successfully performed on 73% of the ectomycorrhizae. Among the 628 
amplified mycorrhizae, 176 and 255 were genotyped as genetic group 1 and group 2, 
respectively (Tab.1). These samples were subsequently analyzed for intra-group 
polymorphisms in the IGS2 region. 
 Group 1 had 6 IGS 2 types (6 and 4 from fruit bodies and mycorrhizae, respectively), 
and a total of 24 types was observed for group 2 (24 and 19 from fruit bodies and 
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mycorrhizae, respectively) (Tab. 1). IGS2 types found below-ground were always represented 
in the fruit body records. There was also a positive relationship between the number of 
mycorrhizae for each type and the number of fruit bodies. Thus, the most frequent types on 
mycorrhizae were also abundant above-ground (Fig.1). Two and five IGS2 types were 
detected from fruit bodies, but not found in the ectomycorrhizae analysis, for the group 1 and 
the group 2, respectively (Tab.1). Each of these IGS2 patterns were represented by either one 
or two fruit bodies. 
 
Spatial distribution of mycorrhizae 
 Group 1 mycorrhizae were found in 92% of soil cores collected beneath group 1 fruit 
bodies, and group 2 mycorrhizae in 96% of the group 2 soil cores (Tab.2). However, group 1 
mycorrhizae were also observed in 5 soil cores collected under group 2 fruit bodies, and 
reciprocally group 2 mycorrhizae were found twice beneath group 1 fruit bodies. 
At the genet level, a good correspondence was also observed between the mycorrhizae 
and the fruit bodies. Thus, out of the 21 soil cores that were successfully genotyped for group 
1, 17 cores showed identical IGS2 restriction patterns in the mycorrhizae and fruit bodies 
(81%) (Tab.2). A similar pattern was observed for group 2: nineteen out of twenty-four cores 
contained mycorrhizae that matched with the corresponding fruit body above-ground (79%) 
(Tab.2; Fig.2). Interestingly, in a few cores there were additional genets. For instance, out of 
the 21 soil cores of group 1, three presented additional genets (not shown). Out of the 24 soil 
cores of group 2, thirteen showed as well others genets (Fig.2). 
To test spatial genetic relationship among mycorrhizae, spatial autocorrelation 
analyses were performed. This statistical approach revealed, when all samples were 
considered, a non-random distribution of mycorrhizae genets (Fig.3). Indeed, positive 
significant spatial autocorrelation were observed in the first meters in each genetic group. At 
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the Rimont site, Group 1 and group 2 showed first x-axis intercepts at 7.2 m and 2.4 m, 
respectively (Fig.3.A.1 & B.1). Analysis on the “culled” data set (see Material and Methods) 
for the group 1 also showed significant positive autocorrelation values in the first meters (x-
axis intercept = 11.2 m) (Fig.3.A.2). However, for the group 2 the correlogram did not show 
any autocorrelation (Fig.3.B.2). Absence of spatial genetic structure for this group could 
result from the widespread distribution of some IGS types, such as IGS types 1 and 10, 
throughout the study site (Fig.3). Indeed, removal of either one of these two types or both 
from the matrix, revealed significant spatial genetic structure until the x-axis intercept, from 
3.0 to 3.2 m (not shown). 
 
Temporal distribution of mycorrhizae and fruit bodies 
 Group 1 exhibited its highest mycorrhizae abundance in the spring (May 2006 and 
May 2007) and a few weeks after the fruiting peak (December 2006) (Fig.4). Its lowest 
abundances were observed at the end of the summer (August 2006) and 2 months after 
basidiocarp production (February 2007). For group 2, the highest mycorrhizae production 
corresponded to the fruit body peak production in December 2006 (Fig.4). A Chi-square test 
revealed significant differences among the sampling dates (Chi-square = 10.83; d.f. = 4; p-
value = 0.029), suggesting temporal variations in the mycorrhizae production. However, these 
variations were preferentially assigned to group 1, rather than group 2 (Fig.4).  
In addition to temporal variations, the figure 4 revealed a lower number of mycorrhizae in 
group 1 than group 2, at each sampling date. Indeed, the Mann-Whitney U-test showed 
significant discrepancy in mycorrhizae production between the groups (U = 55; p-value = 
0.005). 
 Temporal distribution of fruit bodies was also examined at the two study sites, over 
several years (Fig.5). The figure 5 shows significant variations of basidiocarp production 
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between genetic group 1 and group 2. At Ambrans, there was an obvious increase of 
basidiocarp production with time, from 2002 to 2005, for group 2 (Fig.5). At the Rimont site, 
the proportion of group 2 relatively to group 1 was higher in 2005 than in 2004, but slightly 
decreased in 2006 (Fig.5). Overall, the data from the two sites indicated a predominance of 
group 2 over group 1 in term of fruit body production. 
 
Genetic group 1 and group 2 co-occurrence  
 To test spatial co-occurrence or partitioning between mycorrhizae of group 1 and 
group 2 at the Rimont site, a null model approach was used, with the fixed – equiprobable 
algorithm. The observed C-score was significantly greater (506.0; p-value < 0.0001) than 
expected C-scores (mean 148.3). Hence, ECM root tips of the two groups were not randomly 
distributed. This indicates a below-ground spatial segregation. 
The fixed – equiprobable null model algorithm was also used to test co-occurrence 
between basidiocarps of group 1 and 2 at the two sites. As described in Material and methods 
the test was performed at two different geographical scales (1 x 1 m and 2.5 x 2.5 cross-
hatchings). For the 1 x 1m cross-hatching at Rimont, the observed C-score (984.0; p-value < 
0.0001) was significantly higher than the expected C-score (mean 249.5). The observed C-
score (161.0; p-value = 0.0002) was still larger than the expected one (mean 44.8) when the 
2.5 x 2.5 m grid was considered. At Ambrans, observed C-scores on the 1 x 1 m grid (3000.0; 
p-value < 0.0001) and 2.5 x 2.5 m grid (780.0; p-value < 0.0001) were also significantly 
greater in comparison to the expected C-scores (means 777.0 and 225.7 for the 1m and 2.5m 
grids, respectively). Thus, for the two types of grids a non-random distribution was detected, 
suggesting spatial partitioning of the fruit bodies of the two groups. 
 
Discussion 
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Comparison between above- and below-ground 
 
 Our results from the restriction patterns of the rDNA IGS2 region highlighted a good 
correspondence between the high genetic diversity observed above-ground and below-ground, 
in each of the two genetic groups. All IGS2 types found on basidiocarps were encountered on 
mycorrhizae, and no additional non-fruiting IGS2 types were detected. Hence, population 
studies based on fruit bodies appears to be a good representation of the diversity of the entire 
T. scalpturatum population. 
In addition to the richness of genotypes, the spatial distribution above-ground also 
reflected the spatial distribution below-ground. Indeed, spatial patterns of genets from fruit 
bodies and ECM root tips were similar for the both groups. Thus, reproductive structures 
seem to be the mirror of the spatial below-ground distribution. Nevertheless, in some cases 
beneath a given basidiocarp other IGS2 types were recovered. Therefore, we asked how the 
below-ground genetic diversity was structured. Spatial autocorrelation analyses, taken 
together, revealed significant positive correlations in the first meters. These results indicate 
that there is a higher genetic similarity between spatially closed IGS2 types in the soil. 
Moreover, distances at which non-random below-ground structures were observed 
corroborated exactly the spatial genetic patterns observed from fruit bodies sampling 
(Carriconde et al., unpublished). Thus, basidiocarp analysis of group 1 and group 2 of T. 
scalpturatum appear to reflect the genetic diversity and the spatial structure of their below-
ground populations. Guidot et al. (2001) conducted a similar approach on the ECM fungal 
species Hebeloma cylindrosporum by comparing the genetic diversity and it spatial 
distribution between ectomycorrhizae and selected fruit bodies. The authors observed the 
same trend, with a good relationship between above- and below-ground populations. 
Interestingly, studies undergone on two others species, Suillus grevillei (Zhou et al., 2001) 
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and Tricholoma matsutake (Lian et al., 2006), led to the same conclusion. Observation of a 
similar tendency among species characterized by small genets (T. scalpturatum genetic group 
1 and group 2, Carriconde et al., unpublished; H. cylindrosporum, Gryta et al., 1997, 2000 
and S. grevillei, Zhou et al., 1999) and also by larger sized genets (T. matsutake, Lian et al., 
2006), raises the question of whether similar patterns of genetic diversity and spatial 
correspondence could be generalized on ECM fungal populations for fruit bodies and 
mycorrhizae. In the present work we also showed a positive relationship between the ECM 
root tips and fruit bodies production per genet. Guidot et al. (2001) and Zhou et al. (2001) 
tried to infer this relationship, but they were unable to establish a link between mycorrhizae 
abundance and fruiting ability of a given genotype. 
. 
Interactions between the two putative genetic groups 
 Under the classical competitive exclusion principle, identical competitors cannot 
coexist (Hardin, 1960). The present work as well as previous studies on the reproductive 
abilities and dispersal showed that the two genetic groups, exhibited similar biological traits 
(Carriconde et al., 2008; Carriconde et al., unpublished). According to the exclusion 
principle, they should not coexist unless there is spatial or temporal partitioning. As they often 
appeared to fruit in the same habitats and during the same period of the year, temporal 
variations and segregation should occur below-ground. A clear pattern of temporal variation 
in mycorrhizae production was detected for group 1 at Rimont. However, despite a significant 
peak of mycorrhizae production at the fruiting time, the genetic group 2 did not showed any 
noteworthy variations. As a result, there is no clear temporal partitioning between the groups. 
Recently, in a study of ECM fungal community Koide et al. (2007) revealed, throughout 13 
months sampling period, no obvious temporal segregation on mycorrhizae amongst species. 
The authors exposed similar patterns to ours, with one set of species having constant 
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frequency, and the other one, variable frequency over time. Thus, species that presented no 
temporal separation might have a greater probability to compete among them than species 
with contrasting temporal patterns. Co-occurrence at a site would be consequently possible 
whether they distinguish themselves in other ways, as spatial segregation. 
 
 Genetic group 1 and group 2 were recorded in sympatry at local scales several times 
(Gryta et al. 2006, Carriconde et al., 2008; Carriconde et al., unpublished). However, 
statistical analysis of their below-ground co-occurrence at Rimont highlighted significant 
spatial partitioning. This local avoidance was also obvious from the basidiocarp records, at 
both sites. Such patterns could result from reciprocal exclusion due to competitive 
interactions. This can be endorses by the differences in below-ground abundance and fruit 
bodies proportions between the two groups. Indeed, genetic group 2 demonstrated greater 
abilities to form mycorrhizae throughout the 12 months survey. Analysis of basidiocarp 
production during 3 and 4 years respectively at Rimont and Ambrans indicate the same trend. 
This result could therefore point out that group 2 invests slightly more in the ECM root tips 
and fruit bodies production than group 1, suggesting potential higher competitive abilities. 
Further in vitro and in vivo experimental approaches would help to directly test competition 
effect between the two groups. Indeed, Kennedy and co-workers (Kennedy & Bruns 2005; 
Kennedy et al., 2007) tested and showed competitive interactions between two sympatric 
Rhizopogon species in laboratory and field conditions. Others processes could also explain 
avoidance among species, such as micro-habitat heterogeneity and phylogenetic relationships. 
Variation in spatial distributions of resources (e.g. nitrogen, phosphorous resources) and 
differences in the ability to take up these resources can led to less co-occurrence between the 
two putative groups. Phylogenetic processes, e.g. allopatric speciation, could as well bring to 
spatial partitioning by creating differences in the ecological preferences. Definitely, the 
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different processes quoted are not mutually exclusive, and interplay among mechanisms could 
occur. 
 
Conclusion 
 Below-ground population investigations showed a good correspondence with the 
above-ground views of genetic diversity, production and spatial structure, for the two groups. 
These results suggest that previous population studies based on Tricholoma scalpturatum fruit 
bodies sampling may have not presented any biases, and would reflect the entire population. 
The two genetic groups often occur in sympatric within a given site. However, despite the 
absence of temporal partitioning, spatial segregation was fully demonstrated. The competitive 
exclusion principle was given as one of the possible processes explaining this pattern. 
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Table 1: Numbers of fruit bodies and mycorrhizae sampled at the Rimont site (Ariège, 
France) and analysed by ITS and IGS restriction patterns. IGS2 richness (IGS2 type’s 
number) and diversity (Shannon index) are also indicated. 
 
 
 
 Analysed in 
ITS-RFLP 
Analysed in 
IGS2-RFLP* 
No. of IGS2 
types** 
IGS2 Shannon’s 
index 
Group 1      
 Fruit bodies 98 96 6 1.45 
 Mycorrhizae 176 144 4 (4) 1.27 
Group 2      
 Fruit bodies 107 105 24 2.50 
 Mycorrhizae 255 223 19 (19) 2.29 
* Values correspond to the number of efficiently analysed samples in IGS2-RFLP from the 
fruit bodies and mycorrhizae previously identified as group 1 or group 2 by ITS-RFLP. 
** Values in parentheses indicate the number of IGS2 types from mycorrhizae that 
successfully matched to the IGS2 types observed on fruit bodies. 
 
Table 2: Spatial correspondences between above- (fruit bodies) and below- (mycorrhizae) 
ground at the Rimont site obtained from ITS-RFLP (group 1 and group 2) and IGS2-RFLP 
(IGS types) data. The ratio and the percentage correspond to the number of cores identified 
with ITS and IGS2 markers divided by the number of fruit bodies showing the same pattern. 
 
 ITS-RFLP IGS2-RFLP 
 Ratio Percentage Ratio Percentage 
Group 1 23/25 92% 17/21 81% 
Group 2 24/25 96% 19/24 79% 
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Legends of figures 
 
Figure 1: Relationships between the number of fruit bodies and the number of mycorrhizae 
produced per IGS types within T. scalpturatum’s (A) group 1 and (B) group 2 at the Rimont 
site. For the above part, only the years that were used for the mycorrhizae sampling were 
considered (2005 and 2006). 
 
Figure 2: Correspondence of group 2’s IGS types (represented by a number) between above- 
and below-ground samples. Sampling cores (15 cm diameter per 10 cm depth) were taken 
directly below fruit bodies identified as group 2 in the Epicea abies stand at the Rimont site 
(Ariège, France). The sampling was realised (A) 10 days after the fruiting peak in December 
2006 (D06), and (B) at five others dates: August 2006 (A06), May 2006 (M06), February 
2007 (F07) and May 2007 (M07). For each soil core, IGS types are indicated by a fraction for 
which the numerator and the denominator correspond to the fruit bodies and the mycorrhizae, 
respectively. When several IGS types are observed bellow-ground at a given core, the most 
abundant type, in terms of estimated mycorrhizal root tip number, is highlighted in bold. 
Good matches between above- and below-ground are showed by boxes. 
 
Figure 3: Below-ground spatial autocorrelation correlograms at the Rimont site for the 
genetic group 1 (A.1 & A.2) and genetic group 2 (B.1 & B.2). All sampling dates were 
considered in the spatial autocorrelation analyses. Analyses were performed on all 
mycorrhizae (A.1 and B.1) and on a reduce data set containing one sample per IGS type and 
per soil core (A.2 and B.2). Dashed lines correspond to the 95% confidence intervals for the 
null hypothesis of no genetic structure and the bars to the 95% boostrapped confidence error 
of the genetic autocorrelation (r). Distances classes were chosen to represent an even number 
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of pairwise comparisons. The x-axis intercept is indicated at the right top of each correlogram. 
Asterisks show geographic distances at which significant r values were obtained. 
 
Figure 4: Evolution of mycorrhizal abundance (number of mycorrhizae per soil core) of 
group 1 and group 2 during approximately 12 months survey. Sampling was realised at five 
different dates until May 2006 to May 2007, including the fructification period of December 
2006 (10 days after the fructification peak). Error bars represent the standard error. 
 
Figure 5: Basidiocarp temporal production of group 1 and group 2 at (A) Rimont and (B) 
Ambrans sites. Sampling was done from 2002 to 2006 at Rimont,  and from 2004 to 2006 at 
Ambrans. Values correspond to the number of fruit bodies identified as group 1 or 2 and their 
corresponding proportion (in percentage). 
Chapitre 4 
 - 110 -
0
10
20
30
40
50
60
0 5 10 15
B
0
10
20
30
40
50
60
0 5 10 15 20 25
A
Figure 1.
y =3.0874x – 0.2206
R2 = 0.75
N
um
be
ro
f m
yc
or
rh
iz
ae
pe
rI
G
S 
ty
pe
Number of fruit bodies per IGS type
y = 21,819Ln(x) – 10,772
R2 = 0.88
- 83 - 
0
5
10
15
0 5 10 15 20 25 30
0
5
10
15
0 5 10 15 20 25 30
1
1,16
2
1,2,9,10 D06
D06
12
10,12
D06
7
7
D06
M06
M06
M06
M06
M06
17
17,20
7
7,12,22
1
1
9
10
10
20
A06
A06
A06
F07
A06
1
10
18
7
7
1,7
7
7,25
F07
F07
F07
F07
M07
21
21
6
3,6
5
5
10
10,12
13
12,13 M07
M07
M07
M07
22
19,22
18
18,21,24
11
1810
10,18
12
12
10
10
D06
*
*
*
A
B
Figure 2.
- 83 - 
  
-0,150
-0,100
-0,050
0,000
0,050
0,100
0,150
0,200
2 4 7 8 10 13 16
Distance (m)
r
r
U
L
-0,300
-0,200
-0,100
0,000
0,100
0,200
0,300
0,400
0,500
1 2 3 4 6 8 9 12 13 15 20
Distance (m)
r
r
U
L
-1,300
-0,800
-0,300
0,200
0,700
1,200
1 2 3 9 18 19 20 21
Distance (m)
r
r
U
L
-1,000
-0,500
0,000
0,500
1,000
1 3 6 9 18 19 20 21 22
Distance (m)
r
r
U
L
X-intercept = 11.2 m
X-intercept = 7.2 m
X-intercept = 3.0 m
X-intercept = 2.4 m
Figure 3.
A.2
A.1
B.2
B.1
*
* *
* * * * *
*
* * *
* * * *
*
*
* *
* * * *
*
- 83 - 
0
2
4
6
8
10
12
mai-
06
juin-
06
juil-
06
août-
06
sept-
06
oct-
06
nov-
06
déc-
06
janv-
07
févr-
07
ma
rs-07
avr-
07
mai-
07
Group 1
Group 2
M
yc
or
rh
iz
al
ab
un
da
nc
e
Sampling date
Figure 4.
- 83 - 
 
 
2004
2004
2005
2005 2006
2006
2002
0;0%
68;100%
96;50%
95;50%
35;62%
21;38%
31;62%
19;38%
34;38%
56;62%
52;69%
23; 31%
21;52%
19;38%
B
A
Figure 5.
Group 1
Group 2
- 115 - 
CONCLUSION GENERALE, DISCUSSION ET 
PERSPECTIVES 
 
I. Présence d’espèces cryptiques au sein du taxon Tricholoma scalpturatum 
 L’ensemble des outils moléculaires utilisés pour l’étude de populations du 
champignon ectomycorhizien Tricholoma scalpturatum montre une très forte variabilité 
génétique au sein de cette morpho-espèce. Cette forte variabilité se traduit en partie par 
l’existence d’un polymorphisme au niveau de l’espaceur intergénique transcrit, l’ITS. Cette 
région génomique, souvent définie comme variable au niveau inter-spécifique, a fréquemment 
été utilisée pour l’identification d’espèces chez les champignons ectomycorhiziens (voir la 
revue de Horton & Bruns, 2001). Certains auteurs, en se basant sur les séquences 
nucléotidiques, considèrent même qu’en dessous de 97% de similarité de séquence, on peut 
considérer que l’on a des espèces fongiques distinctes (e.g. Izzo et al., 2005 ; Smith et al., 
2007 ; Tedersoo et al., 2003). Les séquençages de l’ITS d’échantillons provenant de 
différentes localités a révélé l’existence de deux ribotypes (ribotype 1 et 2), que l’on a qualifié 
par la suite de groupe 1 et de groupe 2 (Carriconde et al., 2008, Chapitre 2). Les échantillons 
d’un même groupe ne présentaient aucune variation de séquence. Néanmoins, la comparaison 
entre isolats des deux groupes a clairement montrée une divergence de séquence de 3.9%. Ce 
résultat laisse grandement supposer l’existence d’espèces génétiques chez la morpho-espèce 
T. scalpturatum. Des entités ne présentant pas de différences morphologiques connues mais 
de fortes divergences génétiques sont qualifiées d’espèces cryptiques. 
 
Un nombre croissant de travaux révèle l’existence d’espèces cryptiques chez les 
champignons, aussi bien ectomycorhiziens que pathogènes. En effet, Douhan et Rizzo (2005) 
ont récemment montré chez l’ascomycète ectomycorhizien Cenococcum geophilum la 
présence de trois espèces génétiques distinctes. Des constatations similaires ont été faites chez 
des pathogènes de plantes (e.g. Aspergillus flavus, Geiser et al., 1998) et de l’Homme (e.g. 
Aspergillus fumigatus, Pringle et al., 2005 ; Coccidioides immitis, Koufopanou et al., 2001 ; 
Histoplasma capsulatum, Kasuga et al., 2003). Les travaux cités ci-dessus se basent sur une 
approche multigénique (Taylor et al., 2000). Ils cherchent à séquencer différentes régions du 
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génome, le plus souvent des gènes codants, et ainsi à définir la phylogénie de ces gènes. Si il 
y a concordance dans les phylogénies des différents gènes, les auteurs statuent sur la présence 
d’espèces phylogénétiques au sein d’espèces morphologiques (Taylor et al., 2000). Par 
exemple, Koufopanou et ses collaborateurs (2001) se basent sur trois régions codantes pour 
des protéines enzymatiques (la chitine synthase, la dioxygénase et l’ortidine décarboxylase), 
et identifient ainsi plusieurs lignées phylogénétiques chez Coccidioides immitis. 
 
Afin de considérer le groupe 1 et le groupe 2 de T. scalpturatum comme réellement 
deux espèces génétiques cryptiques, l’utilisation d’autres régions géniques en complément de 
l’ITS semble donc indispensable. Pour ce faire, Jargeat et al. (en préparation), à l’aide de 
différentes régions du génome nucléaire, l’ITS, les gènes codant pour le facteur d’élongation 
et la glyceraldéhide-3-phosphate déshydrogénase, identifient les deux groupes génétiques 
comme des espèces phylogénétiques à part entière. Ces résultats ont étés confirmés par 
l’utilisation des marqueurs mitochondriaux qui évoluent de façon indépendante par rapport 
aux marqueurs nucléaires. La comparaison de la région variable V9 du gène codant pour la 
petite sous-unité de l’ARN ribosomal (SSU-rDNA) montre l’absence de variations intra-
spécifiques. Par ailleurs, d’importantes variations existent entre le groupe 1 et le groupe 2 
(Mouhamadou et al., en préparation ; Annexe 2). La phylogénie présente un grand intérêt 
dans l’identification des espèces de champignon. Une étude sur la phylogénie de plusieurs 
espèces de tricholomes, incluant nos deux espèces cryptiques de T. scalpturatum, permettrait 
de retracer l’histoire évolutive des taxa et de déterminer les temps de divergences. Une telle 
approche nous fournirait des informations cruciales sur l’origine du groupe 1 et du groupe 2. 
 
L’origine d’une espèce ou d’espèces proches peut également être étudiée à l’aide 
d’une autre discipline, la phylogéographie. La phylogéographie cherche à définir l’histoire des 
liens de parentés entre populations. Elle se base sur l’échantillonnage de populations 
géographiquement localisées, en essayant de représenter au mieux l’aire de distribution d’une 
espèce. Cette approche a été utilisée chez de nombreux organismes (e.g. Avise & Nelson, 
1989 ; Fedorov et al., 2003 ; Taberlet & Bouvet, 1994), et a permis de mieux comprendre 
l’origine de différentes espèces et les mécanismes mis en jeu (les modes de spéciations, le 
plus souvent allopatrique). Récemment, chez un champignon ectomycorhizien à large aire de 
distribution, Amanita muscaria, il a été montré la présence de trois espèces cryptiques (Oda et 
al., 2004), ayant pour origine une même population ancestrale possiblement située dans la 
zone refuge de la Béringia (zone actuelle du détroit de Bering) (Geml et al., 2006). Bien que 
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l’échantillonnage réalisé dans le Chapitre 2 (Carriconde et al., 2008) ait été effectué à une 
grande échelle géographique (Europe de l’Ouest), il ne représente pas la totalité de l’aire de 
répartition de T. scalpturatum. De futurs travaux sur la phylogéographie de cette morpho-
espèce nous permettraient de mieux appréhender les modalités d’apparition des deux espèces 
cryptiques (groupes 1 et 2). 
 
II. Structure et dynamique des populations de T. scalpturatum 
 Une étude de populations suppose que l’on travaille sur un ensemble d’individus 
appartenant à une même espèce (Odum, 1983). Bien que cela puisse paraître évident pour un 
grand nombre d’organismes, la découverte d’espèces cryptiques, comme nous venons de le 
voir, est de plus en plus fréquente chez les microorganismes. Il est donc extrêmement 
important de prendre ce critère en compte afin d’éviter tout biais dans l’interprétation des 
résultats (Douhan et Rizzo, 2005 ; Douhan et al., 2007). Au cours de nos différents travaux de 
biologie des populations, nous avons donc distingué les échantillons appartenant soit au 
groupe 1 soit au groupe 2. 
 
 Le travail réalisé dans le chapitre 2 (Carriconde et al., 2008) révèle la présence des 
deux groupes génétiques aussi bien dans le Nord que dans le Sud de l’Europe. Cette apparente 
ubiquité dans leur distribution spatiale présuppose l’existence de larges populations. En effet, 
l’idée préconçue sur les fortes capacités de dispersion chez les champignons, implique 
d’importants échanges génétiques entre populations. Néanmoins, les tests de différentiations 
génétiques entre populations indiquent une très forte structure de la diversité génétique (Φst = 
0.31 et 0.49 entre populations locales pour le groupe 1 et le groupe 2, respectivement). De 
fortes différentiations ont également été observées chez d’autres espèces de champignons 
ectomycorhiziens à fructifications épigées (Bergmann & Miller, 2002 ; Zhu et al., 1988 dans 
James et al., 1999) ou hypogées (Grubisha et al., 2007 ; Murat et al., 2004) se dispersant, par 
conséquent, préférentiellement par le vent ou par des organismes mycophages. La 
fragmentation de l’habitat, l’existence de barrière géographiques, ou encore des capacités de 
dispersion limitées sont autant d’éléments susceptibles d’expliquer ces patrons de diversité. 
 
 Afin de déterminer l’importance des traits d’histoire de vie dans la structure et la 
dynamique de ces populations, nous avons essayé de caractériser les stratégies de 
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reproduction (asexuée versus sexuée) et les réelles capacités de dispersion des deux groupes 
génétiques (cf. Chapitre 3). La forte diversité observée sur deux sites du Sud de la France 
(Ambrans et Rimont) souligne l’importance de la reproduction sexuée dans la structure des 
populations. Les populations se maintiennent par le recrutement permanent de nouveaux 
mycéliums issus de spores sexuées. Cette structure apparaît comme également dépendante des 
faibles capacités de dispersion rencontrées chez ces deux groupes (jusqu’à 10 m pour le 
groupe 1, et de 3 à 5 m pour le groupe 2). Par conséquent, malgré la grande diversité 
d’individus et un grand nombre de spores produites, celles-ci se dispersent et s’établissent sur 
de courtes distances. La reproduction se fait donc préférentiellement entre individus 
géographiquement proches. Une dispersion réduite pourraient peut-être expliquer les fortes 
différentiations génétiques observées à l’échelle de l’Europe (Carriconde et al., 2008 ; 
Chapitre 2). En effet, des échanges limités entre populations vont favoriser leurs divergences 
génétiques. 
 
Ces résultats n’excluent pas l’impact d’autres mécanismes dans la structure et la 
dynamique de ces populations. Le suivi pluriannuel des carpophores (de 2004 à 2006) sur les 
deux sites pilotes indique une faible différentiation génétique entre années. Dans un premier 
temps, cette observation confirme les faibles capacités de dispersion à l’échelle d’un site, et 
par conséquent, une reproduction entre individus issus de la même population. De faibles 
différentiations inter-années peuvent également être le fruit d’un effet fondateur initial. 
L’effet fondateur peut être défini comme la colonisation d’un nouvel habitat par un nombre 
limité d’individus. Les descendants ont donc de grandes chances de partager un pool 
génétique originel commun, pouvant se traduire par de faibles variations de la diversité 
génétique entre années. L’effet fondateur est souvent couplé à un autre processus, la dérive 
génétique. La dérive génétique agit sur des populations de faibles effectifs et conduit à une 
diminution de variabilité par perte ou fixation d’allèles. De la conjonction effet fondateur-
dérive il devrait donc résulter une perte de diversité génétique chez la morpho-espèce T. 
scalpturatum. Cependant, une reproduction sexuée très élevée, comme c’est le cas pour les 
deux groupes, peut contrebalancer et masquer cette perte potentielle. Le rôle des effets 
fondateurs et de la dérive génétique dans la structure de nos populations reste malgré tout à 
prouver. 
 
L’ensemble des résultats sur la diversité et la structure de cette diversité à de grandes 
ou petites échelles spatiales se basent sur le seul échantillonnage des carpophores, et 
Conclusion générale, Discussion et Perspectives 
 - 119 -
supposent que la population fructifiante reflète celle du sol. Quand est-il réellement ? Les 
travaux présentés dans le chapitre 4 montrent, qu’en effet, il existe une très bonne 
correspondance entre les carpophores et les mycorhizes. Trois autres espèces de champignons 
ectomycorhiziens : Hebeloma cylindrosporum (Guidot et al., 2001), Suillus grevillei (Zhou et 
al., 2001b) et une espèce de tricholome, T. matsutake (Lian et al., 2006), montrent également 
une très bonne corrélation. Nos deux groupes génétiques ainsi que ces espèces, représentent 
un large spectre de stratégies de reproductions et de colonisation d’un habitat, allant d’espèces 
investissant majoritairement dans la reproduction sexuée à d’autres favorisant la propagation 
par développement végétatif (reproduction asexuée). Il semblerait donc que la bonne 
correspondance entre les carpophores et le mycélium dans le sol puisse être généralisée à des 
populations de champignons ectomycorhiziens ayant des caractéristiques biologiques très 
distinctes. 
 
Les marqueurs moléculaires utilisés dans l’étude des populations du taxon T. 
scalpturatum ont permis d’établir le niveau de variabilité génétique, et de déterminer 
comment cette variabilité se structure. Néanmoins, des paramètres de diversité génétique, 
comme le taux d’hétérozygotes, ne peuvent pas être calculé à l’aide des outils moléculaires 
utilisés. Le développement de marqueurs hypervariables, différentiant les homozygotes des 
hétérozygotes, permettrait d’accéder à des paramètres démographiques, tel que la taille 
efficace d’une population, c'est-à-dire le nombre d’individus participant réellement à la 
reproduction. Il serait également possible de tester l’impact de pressions évolutives, comme la 
dérive génétique, sur la structure des populations. 
 
III. Deux espèces cryptiques en sympatrie ? 
 L’un des points marquants est la présence en sympatrie du groupe 1 et du groupe 2 à 
l’échelle d’un site. En effet, les deux groupes étaient présents en même temps sur plusieurs 
localités (Carriconde et al., 2008, Chapitre 2 ; Chapitre 3). Par ailleurs, plusieurs 
caractéristiques biologiques (le mode de reproduction et les capacités de dispersion) sont 
partagées par les deux groupes (Chapitre 3). D’après la théorie de l’exclusion compétitive 
(Hardin, 1960), des espèces ayant des caractéristiques biologiques proches ne peuvent pas co-
exister à une échelle restreinte. L’analyse de la structure spatiale fine des individus 
appartenant aux deux groupes révèle qu’il y a en réalité peu de recouvrement entre ces 
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individus et qu’ils se partagent donc l’espace (Chapitre 4). La compétition inter-spécifique 
pourrait donc être un facteur régissant les interactions entre les espèces de champignons 
ectomycorhiziens. De nombreux exemples chez divers organismes illustrent le rôle de cette 
compétition dans la structure des communautés (Ricklefs et Miller, 2005). Pour ce qui est des 
champignons ectomycorhiziens, qui représentent un grand nombre d’espèces (plus de 5000) et 
qui jouent un rôle majeur dans le fonctionnement des écosystèmes, très peu d’études ont été 
réalisées. A l’heure actuelle, seul les travaux de Wu et al. (1999) et de Kennedy (Kennedy & 
Bruns, 2005 ; Kennedy et al., 2007) se sont focalisés sur la compétition entre espèces. De 
futures approches expérimentales en laboratoire et sur le terrain permettraient de réellement 
mettre en évidence l’importance, ou non, d’une compétition actuelle dans la structure spatiale 
des deux espèces cryptiques. 
 
 La micro-hétérogénéité de l’habitat pourrait être un autre facteur expliquant cette 
séparation spatiale. Une répartition différentielle des ressources dans un milieu peut être à 
l’origine d’une structure en mosaïque d’un habitat. Des espèces ayant des préférences 
écologiques distinctes, par exemple des différences dans leurs capacités à prélever certains 
types de nutriments dans le sol, peuvent ainsi se partager l’espace et co-habiter localement. 
Pour éclaircir ce point une caractérisation de la répartition spatiale de paramètres physico-
chimiques (texture du sol, température, humidité, pH, carbone, azote, phospore…), en relation 
avec la distribution des deux groupes, pourrait être envisagée. 
 
 Quelque soit le ou les processus impliqués dans cette ségrégation, la notion de niche 
écologique semble émerger. Selon Dajoz (2000), « l’habitat d’une espèce désigne son adresse 
tandis que la niche correspond à son métier ». Une niche écologique correspond donc au rôle 
d’une espèce dans le fonctionnement d’un écosystème. Ce rôle va dépendre des 
caractéristiques intrinsèques de l’espèce, mais aussi de paramètres externes (quantité de 
ressources disponibles, présence d’espèces concurrentes…). Afin de mieux comprendre les 
fonctions écologiques des deux groupes il serait envisageable de déterminer leurs activités 
enzymatiques liées par exemple à la mobilisation des éléments présents dans le sol. Cette 
approche a récemment été utilisée dans une étude de communauté de champignon 
ectomycorhiziens par Courty et al. (2005). 
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Abstract 
 
The molecular evolution of the V6 and V9 domains of the mitochondrial small subunit rRNA 
was investigated to evaluate the use of these sequences as molecular markers for DNA 
barcodes in the Basidiomycota division. The PCR products from 27 isolates belonging to 11 
Tricholoma species were sequenced. Both V6 and V9 domains in the isolates belonging to the 
same species were the same length and had identical sequences. All the species studied 
possess distinctive V9 sequences displaying an adequate divergence level due to point 
mutation and insertion/deletion events. Determination of the secondary structure of each 
domain revealed that the insertion-deletion events occurred in regions not directly involved in 
the maintenance of the standard SSU rRNA secondary structure. The inserted sequences 
possess conserved motifs that enable their alignment among phylogenetically distant species. 
Hence, the V9 domain by displaying identical sequences within species, an adequate 
divergence level, easy amplification, and alignment represents an alternative molecular 
marker for the Basidiomycota division and opens the way for this sequence to be used as 
specific molecular markers of the fungal kingdom. 
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Introduction 
 
In fungi, studies on the evolution of mitochondrial genomes and genes are of great 
interest to study the evolutionary history of fungal populations through key characteristics 
such as high copy number, lack of recombination and high substitution rate. Several complete 
mitochondrial genomes from fungi are available in the GenBank. Most of these sequences 
concern Ascomycota, either yeast taxa (more than 17 sequences) or filamentous fungi (more 
than 10 sequences). Although the Basidiomycota division gathers most of the edible and 
cultivated mushrooms (Chang and Miles, 1991), several highly damaging phytopathogenic 
fungi (Lievens et al., 1998) and symbiotic fungi (Smith and Read 1997) molecular studies on 
their mitochondrial genomes are scarce and only five mitochondrial complete genomes: 
Schizophyllum commune (GenBank Accession No. AF402141), Cryptococcus neoformans 
(GenBank Accession No. NC_004336), Moniliophtora perniciosa (GenBank Accession No. 
NC_005927), Ustilago maydis (GenBank Accession No. NC_008368) and Pleurotus 
ostreatus (GenBank Accession No. EF204913) are available. The Basidiomycota division 
constitute crucial and attractive models to study the evolution of the fungal mitochondrial 
genomes and genes because of the great variation in size of their mitochondrial genomes, 
from 36 kbp to 176 kbp (Hintz et al., 1985; Bruns et al., 1988) and because of the scarcity of 
available complete mitochondrial sequences as compared to the Ascomycota division. 
Among the mitochondrial genes, the cox1 gene with encodes a sub-unit of complex III 
of the respiratory chain, is universally carried by the eukaryotic mitochondrial genomes and 
encodes a highly conserved protein. As the result, this gene has been largely used for studying 
phylogenetics relationship of organisms belonging to the Plant (Bowe et al., 1999) or Animal 
Kingdoms (Garcia-Varela et al., 2006). In the later, the small region (600-700 pb) of the cox1 
gene has been demonstrated to be a highly efficient tool for identification of numerous species 
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(Hebert et al., 2004; Hajibabaei et al., 2006) because it is short enough to be quickly and 
easily sequenced and displays significant level genetic variability and divergence between 
species. 
Moreover, in animal Kingdom, the cox1 gene does not contain any introns contrasting 
with the abundance of group I introns reported in this gene in the basidiomycetous fungi. 
Indeed, the determination of the cox1 gene sequence has shown the presence of several group 
I introns for example, four in Agrocybe aegerita (Gonzalez et al., 1998), six in M. perniciosa 
(GenBank Accession No. NC 005927), nine in Ustilago maydis (GenBank Accession No. 
NC_008368) and up to 15 introns in Agaricus bisporus (Barroso, personnal communication). 
Unfortunately, the amplification of the expected small portion of the cox1 gene by PCR using 
universal primers could generate PCR products with a large variation in size resulting from 
the presence of numerous introns, thus preventing its use as an appropriate genetic locus for 
the DNA barcodes in the Basidiomycota division. 
In this context, we searched others regions of the mitochondrial genome possessing 
significant interspecific variability and usable for taxonomic identification of the 
basidiomycetous fungi.  
Beside the cox1 gene, the small sub-unit rDNA gene (SSU-rDNA) constitutes 
interesting molecules by his important evolutionary dimension and structural complexity 
(Okamoto et al. 1996). This gene consists of regions with varying degrees of sequence 
divergence, divided into the highly conserved core interrupted by nine domains with large 
length variations (Neefs et al., 1993). Because of these features, SSU rDNA has been used 
extensively in systematic and phylogenetic studies of Basidiomycota (Hibbet et al., 1997; Ko 
and Jung, 1999; Binder and Hibbet; 2002; Uhart et al., 2007). Three of the nine variable 
domains (V4, V6 and V9) commonly described from the SSU-rDNA were reported to be 
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species-specific and used as an efficient taxonomic marker in several Basidiomycota genera 
(Gonzalez and Labarere, 1999; 2000). 
In this paper, we focused the work on the two hyper variable regions (V6 and V9) of 
the mitochondrial SSU-rDNA. We determined the sequences of both regions from 27 isolates 
of 11 species belonging to the genus Tricholoma. Alignment of the resulting sequences and 
comparison of their secondary structures allowed us to deduce nucleotide sequence variations 
and the localisation of the insertions/deletions events occurring in each mitochondrial domain. 
Finally their use as appropriate loci for DNA barcoding is discussed. The Tricholoma genus 
was chosen because it is monophyletic and gathers a hundred indexed species representing the 
largest family of Agaricales (Moncalvo et al., 2000). 
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Materials and methods 
 
Strains, media and culture conditions 
 
The strains were obtained from basidiocarpe collected in France and different 
European countries (Table 1). All these strains are preserved in the Laboratory Evolution et 
Diversité Biologique in a CTAB 2X Buffer (100 mM Tris HCl (pH 8), 1.4 M NaCl, 20 mM 
Na2 EDTA, 2% CTAB), or in a dry state. The media and culture conditions of the fungal 
strains were as previously described (Mouhamadou et al., 2006). 
 
DNA extraction and PCR 
 
For each strain, fungal total DNA was extracted using the Wizard genomic DNA 
purification kit (Promega) according to the manufacturer’s recommendation. The PCRs were 
carried out according to conventional protocols using GoTaq DNA polymerase in 5x colorless 
Go Taq  reaction Buffer (Promega Corp., Madison, WI, USA) and primers are synthesized by 
Operon (Cologne, Germany). The couple of primers V6U/V6R (V6U: 
TTAGTCGGTCTCGGAGCA; V6R: TGACGACAGCCATGCAAC) and V9U/V9R (V9U: 
CCGTGATGAACTAACCGT; V9R: TTCCAGTACAAGCTACCT) (Gonzalez and Labarere, 
1998) were used to amplify the regions containing variable domains V6 and V9, respectively. 
The PCRs were performed in a Programmable Thermal Cycler PTC 100 (MJ Research, MA). 
Amplifications were carried out in 50 mL reaction mixtures containing 10–30 ng of fungal 
DNA, 4 mM of both primers, 200 mM of each dNTP, 1U of GoTaq DNA polymerase, 50mM 
KCl, 10mM Tris-HCl (pH = 8.3), 2mM MgCl2 and Triton X- 100 0.1% (v/v). Reactions were 
run for 40 cycles at 95°C for 30 s (denaturation step), 2°C below the Tm of both primers for 
30 s (annealing step) and 72°C for 1 min (elongation step). A final elongation for 10 min at 
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72°C was included at the end of the 40th cycle. The PCR products were analyzed by 
electrophoresis in agarose gels (1%, w/v) containing 200 ng/ml of ethidium bromide, in TAE 
buffer 1x (Tris base 0.4M, acetic acid 1 % (v/v), EDTA 0.5 M pH 8.0). 
 
Sequencing and sequence analysis 
PCR products were sequenced on both strands by Genoscreen (Lille, France). 
Comparisons with sequences of the GenBank and EMBL databases were made with the 
BLAST search algorithm (Altschul et al., 1990). Alignments of nucleotide sequences were 
carried out with Clustal W software (Thompson et al., 1994). The secondary structures of 
the SSU-rRNAs were obtained with the help of the RNA folding (Zuker and Jacobson, 
1995). Alignments and secondary structures issued from each automatic method were 
checked manually to improve the accuracy with the model for archae, bacteria, plastids, and 
mitochondria SSU-rRNA (Neefs et al., 1993 and Wuyts et al., 2002). Phylogenetic analyses 
were carried out by using the neighbor-joining methods (Saitou and Nei, 1987) based on 
Clustal W alignments of the entire nucleotide sequences of V9 domain. The tree was 
constructed without imposing a species as an outgroup and obtained with the neighbor-
joining/ UPGMA algorithm version 3.5, deriving from matrices of distances based on the 
distance model proposed by Kimura (1983). Seeqboot was used for Bootstrap analysis 
(Felsenstein, 1985) using algorithm version 3.5772c. One thousand Bootstrap replicates 
were employed to determine confidence in the branches order. The phylogenetic softwares 
used were part of the PHYLIP package version 3.5772 (Felsenstein, 1993). 
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GenBank accession numbers. For the genus Pleurotus: AF091924, AF091925, AF091926, 
AF091927, AF091928, AF091929, AF091930, AF 091931, AF091932, AF 091933, AF091934, 
AF091935, AF091936, AF091937, AF091938. For the genus Agrocybe: AF080410, AF080411, 
AF080412, AF080413, AF080414, AF080415, AF080416, AF080417, AF080418, AF080419. 
 
Results 
 
PCR Amplification and length variation of the V6 and V9 domains  
 
To study the V6 and V9 domains of mitochondrial SSU rDNA in the genus 
Tricholoma, we first analyzed 17 isolates from different geographical origins (Table 1) of two 
genetic groups of the taxon T. scalpturatum (8 for T. scalpturatum group 1 and 10 for T. 
scalpturatum group 2) considered as two cryptic species (Gryta et al., 2006, Carriconde et al., 
2008). From each genetic group, total DNA were extracted and then subjected to PCR 
amplification using the couple of primers V6U/V6R and V9U/V9R, previously described 
(Gonzalez and Labarere, 1998). For each species, PCR products were sequenced in order to 
determine precisely the size of both domains. All strains from the same cryptic species 
possessed exactly the same domain length: 64 nt or 78 nt for the V6 domain, 194 nt or 196 nt 
for the V9 domain of T. scalpturatum group 1 and group 2, respectively. However, variations 
in size were observed among the 11 species of the genus Tricholoma (Table 2). The V6 
domain varies from 64 nt in T. scalpturatum group1 and T. cingulatum to 120 nt in T. 
basirubens and the V9 domain from 194 nt in T. scalpturatum group1 and T. cingulatum to 
267 nt in T. triste. Some species possessed the same length for one domain (Table 2), but only 
T. cingulatum and T. scalpturatum group1 shared the same V6 and V9 size (Table 2). 
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Sequence analysis of the V6 and V9 domains within the genus Tricholoma  
 
The comparison of nucleotide sequence of each variable domain showed that all 
isolates from the same species had identical sequences. In contrast, the alignment of the 11 
Tricholoma species (Fig. 1) revealed (i) conserved sequences in 5’ and 3’ part of both variable 
domains and (ii) the regions affected by large variations in length and sequence leading to the 
determination of two kinds of event. The point mutations distributed throughout each entire 
domain sequence which the percentage varies for 63 to 100 % for the V6 domain and 76 to 99 
% for the V9 domain (Table 2). Moreover, T. cingulatum and T. scalpturatum group 1 whose 
V6 or V9 domains were the same length (64 nt and 194 nt for the V6 and V9 domains, 
respectively), shared identical V6 sequences, while the V9 domain displayed one point 
mutation (Fig 1B). In the same way, T. scalpturatum group 2 and T. inocybeoides possess 
identical V6 sequences, but differ by their V9 sequences. So despite the identical V6 sequence 
of some species, all the species studied could be discriminated on the basis of their V9 
nucleotide sequences. 
In addition to the interspecific variations due to the point mutations, insertion / 
deletion events were observed in the central part of each variable domain. The size of each 
variable domain varied up to a factor 2 for the V6 or 1.4 for the V9 domain according to the 
species. The largest domains were not specific to one single species, for example, T. 
gausapatum possessed the longest V6 domain whereas, the largest V9 domain was found in T. 
basirubens. However the shortest domains always occurred in T. cingulatum. 
To determine precisely the sites where the insertion / deletion events had occurred, the 
secondary structures of V6 and V9 domains for each species were determined. Using the V6 
secondary structure (Fig 3A), despite the sequence variations due to the insertion/deletion 
events, all the species studied possess the same topology characterized by the presence of 
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P37-1 and P37-2 helices. However, in four species (T. cingulatum, T. inocybeeides, T. 
scalpturatum group 1 and group 2) the absence of the V6-1 motif in the central part of the V6 
domain leads to a shortening of the loop located at the end of P37-1 helix. It appeared that 
sequence variations in the V6 domain were essentially due to the differences in the number of 
nucleotides in the loops varying from 5 nt to 45 nt.  
To determine the origin of the inserted sequence, the search for homologous sequences 
with the T. basirubens V6-1 motif that constitutes the longest inserted motif was carried out, 
and failed to reveal any significant similarity with the sequences of the GenBank and EMBL 
databases. However, this sequence is AT-rich (75% A + T) showing its mitochondrial origin. 
For the V9 domain, three groups of secondary structures were observed (Fig. 3B), 
characterized essentially by the presence or absence of additional helices. In all species, the 
V9 domain possessed a canonical topology with the P49-3 helix (Neefs et al., 1993). 
However, one or two additional helices were observed due to the insertion / deletion events. 
Two groups of species (T. populinum and T. fulvum) on the one hand and (T. gausapatum, T. 
basirubens, T. atrsoquamosum and T. triste) on the other hand posses an additional P49-1 
helix due to the insertion of V9-1 motif. This motif varying from 25 nt to 46 nt was not 
strictly conserved among these species, but was absent in the V9 of the six other Tricholoma 
studied. Both groups are differentiated by the absence of P49-2 helix and the extension of 
P49-3 helix in T. populinum and T. fulvum V9 domain. The third group (T. inocybeoides, T. 
scalpturatum group1, group2, T. cingulatum and T. terreum) is characterized only by the 
additional P49-2 helix due to the presence of V9-2 motif. It is to be noticed that similar V9-2 
motif recovered in the T. populinum and T. fulvum V9 domains, does not form any stable 
secondary structure, but allows the extension of the P49-3 helix. For this comparison, 
sequence variations of V9 domains were due essentially to the presence of P49-1, P49-2, or 
both helices and the variation of length of P49-2 helix. 
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To determine whether the grouping of the species studied based on their V9 secondary 
structures is in accordance with the phylogenetic relationship classically described for these 
species, a phylogenetic analysis was carried out with the V9 sequences using the neighbour-
joining method. Three groups of species were clearly recovered (Fig. 4) corresponding to the 
three groups evidenced by the secondary structures. The first group (group A) is constituted 
by both T. cingulatum highly related to T. scalpturatum 1 supported by a highly bootstrap 
value (1000) and T. inocybeoides related to T. scalpturatum 2 (Bootstrap value = 600). The 
second group (group B) also contained four species: T. basirubens highly related to T. 
atrosquamosum (Boostrap value = 1000) and T. triste related to T. gausapatum. Both groups 
are separated from a more distant group C joining T. terreum, T. fulvum and T. populinum. 
This phylogenetic analysis gave additional information about the two cryptic species T. 
scalpturatum group 1 and group 2. Indeed, on the phylogram of figure 4, within the group A, 
both species, regarded as a single species, are clearly separated in two subgroups (Boostrap 
value = 950). Surprisingly, T. scalpturatum group 1 is more closely related to T. cingulatum 
than to T. scalpturatum group 2. In the same way, T. scalpturatum group 2 is more closely 
related to T. inocybeoides than to T. scalpturatum group 1. 
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Discussion 
 
Ours results show that the size and sequences of each variable domain (V6 and V9) of 
several isolates from different geographic origins of T. scalpturatum group 1 and group 2 
were strictly identical. This conservation of nucleotide sequences is in agreement with the 
functional role of these sequences. The lack of variation within species suggests that both 
domains are under the selection pressure, which prevents any mutation events. The 
conservation of both variable domains has been reported in various genera of polypores (Soon 
et al, 2002), Agrocybe (Gonzalez et al., 1999) and Pleurotus (Gonzalez et al., 2000) and this 
conservation offers the advantage of using a single isolate of each species to study the 
taxonomy of Tricholoma genus. Therefore the use of mitochondrial V6 and V9 sequences for 
the identification of species does not require the verification by other sources of data in 
comparison with nuclear ITS rDNA in which intraspecific sequence variations have been 
reported (O’Donnell and Cigelnik 1997). As a matter of fact, the ITS sequences of two strains 
of T. mustake available in GenBank and EMBL databases (GenBank Accession No. AB 
286068 and AB368513) were compared and we found 3% of nucleotide divergences between 
both strains. In the same way, 10 nucleotide variations have been described in the ITS1 
sequences and four in the ITS2 sequences from two isolates (D383 and D1136) of Pleurotus 
cornucopiae (Vilgalys and Sun, 1994). 
In contrast to the highly intraspecific nucleotide conservation, both the V6 and V9 
domains revealed interspecific variations due to the point mutations and insertion or deletion 
events. The secondary structures of each domain were determined and showed that insertions 
/deletions of polynucleotide occurred in the same section of variable domains. The inserted 
motifs occurring in certain species led mainly to the elongation of the loop in the V6 domain 
or to the presence of additional helices in the V9 domain suggesting that they are not directly 
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involved in the interaction with ribosomal proteins and therefore not essential for the 
mitochondrion.  
In order to determine whether the inserted sequences contain some phylogenetic 
information, these sequences were aligned using the clustalW software. Except in two groups 
of species (T. scalpturatum group 2 and T. inocybeoides, T. cingulatum and T. scalpturatum 
group1) with the V6 domain, all the inserted sequences are different in size but possess 
conserved motif sequences. Hence, it is speculated that these inserted sequences may be 
derived from the same sequence, followed by the divergence of the inserted copy mainly 
mediated by large deletions. This result is strongly confirmed by the phylogenetic analysis 
carried out with the entire nucleotide sequences of the V9 domain which group the 
Tricholoma species studied in three major clades corresponding both to the classical 
phylogeny described for these species (Horton, 2002) and the three groups evidenced with the 
secondary structures.  
Moreover two cryptic species T. scalpturatum group 1 and group 2 considered by 
morphological characters as a unique species were clearly separated in two distinct clades. 
This result is in agreement with the analysis carried out with ITS (Carriconde et al., 2008) and 
several genes such as β-tubulin, glyceraldehyde-3-phosphate deshydrogenase (Jargeat, 
personal communication), which clearly distinguish both cryptic species. 
Because of the presence of conserved motifs in the inserted sequences, the entire V6 
or V9 sequences were accurately aligned. A limited number of Tricholoma species (T. 
scalpturatum group 2 and T. inocybeoides or T. cingulatum and T. scalpturatum group1) 
displayed identical V6 sequences. For these species, further studies are required for their 
taxonomic identification. Interestingly, these species as well as all the other species studied 
were well separated by their V9 nucleotide sequences. 
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To demonstrate the effectiveness of the V9 domain in the discrimination of fungal 
species, the Agrocybe and Pleurotus V9 sequences available in Genbank database were 
investigated and compared with those of Trichloma species (Table 3). Except for two species 
P. pulmonarius and P. sajor–caju, the V9 domain shows a relatively high level of 
interspecific polymorphism (22%, 20% and 14% in the Agrocybe, Pleurotus and Tricholoma 
genera, respectively) allowing to distinguish clearly 34 to the 36 species analysed. 
Interstingly, the relatively high level of divergence observed does not prevent the alignment 
of these sequences across the three fungal genera despite their phylogenetic remoteness. In 
addition, no intraspecific variations were observed demonstrating that the V9 domain 
represents a powerful molecular marker for species identification of Basidiomycota division 
and thus for the DNA barcodes. 
Up to now, the mitochondrial cox1 gene encoding the subunit 1 of cytochrome oxidase 
has been largely used for identification of species belonging to animal kingdom in which the 
sequences of about 700 nt had shown to possess a high level of nucleotide divergences and 
yielded species-level resolution in more than 95% of the studied taxa (Hebert et al., 2004). 
The use of the cox 1 gene on a large scale was proposed as a molecular marker for the 
identification of varied species belonging to different kingdoms. However, numerous works 
on plants (Kress et al., 2005) showed that the rate of interspecific variability of this gene did 
not allow species level resolution because of the slow evolution of the cox1 gene. Therefore, 
the portion of the plastid matK gene possessing a high level of interspecific variation have 
been proposed for the plant DNA barcodes (Lahaye et al., 2008). 
In fungi, the potential efficiency of species identification using the cox 1 gene has 
been scarcely studied. Seifert et al. (2007) have recently proposed the widespread use of this 
gene in the fungal kingdom, but their study was based only on species belonging to the 
Penicillium genus, in which most species are devoid of any introns contrasting with the wide 
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distribution of group 1 introns described on this gene among the Basidiomycota division 
(Gonzalez et al., 1998; GenBank Accession No. NC 005927; NC_008368). We explored the 
potentiality of the cox1 gene as a molecular taxonomic marker in the European population of 
T. scalpturatum group 1 and we have detected the presence of introns in two strains from 
diverse geographical origin (data not shown). We were unable to obtain PCR amplification in 
other strains probably due to the presence of introns, preventing the use of this gene as a 
molecular marker for DNA barcodes for basidiomycetous fungi. 
In this article, we studied the evolution of the SSU-rDNA, and the V9 domain showed 
a high level of divergence between Tricholoma species due to point mutations and insertions / 
deletions of nucleotide sequences. These insertions / deletions do not occur randomly during 
the evolution of the species and they possess conserved motifs that enable their alignment 
among phylogenetically distant species. Hence, the V9 domain by displaying an adequate 
divergence level, easy amplification, and alignment represents an alternative powerful 
molecular marker for the taxonomic identification in the basidiomycota division and opens 
the way for its widespread use in the fungal kingdom. 
 
Acknowledgments 
 
The authors wish to thank Mrs. Viviane Barbreau and Mouhamadou Nael for their critical 
reading of the manuscript 
Annexe 2 
 160
References 
 
Altschul SF, Gish W, Miller W, Myers EW, Lipman DJ(1990) Basic local alignment search 
tool. J Mol Biol 215: 403–410. 
 
Binder M, Hibbett DS (2002) Higher-level phylogenetic relationships of 
Homobasidiomycetes (mushroom-forming fungi) inferred from four rDNA regions. Mol 
Phylogenet Evol 22(1):76-90 
 
Bowe LM, Coat G, dePamphilis CW (1999) Phylogeny of seed plants based on all three 
genomic compartments: Extant gymnosperms are monophyletic and Gnetales’ closest 
relatives are conifers. PNAS 97 (8): 4092-4097 
 
Bruns TD, Palmer JH, Shumard DS, Grossman GI Hudspeth MES (1988). Mitochondrial 
DNA of Suillus: Three-fold size change in molecules that share a common gene order. Curr 
Genet 13: 49-56 
 
Carriconde F, Gardes M, Jargeat P, Heilmann-Clausen J, Mouhamadou B, Gryta H (2008) 
Population Evidence of Cryptic Species and Geographical Structure in the Cosmopolitan 
Ectomycorrhizal Fungus, Tricholoma scalpturatum. Microb Ecol. DOI 10.1007/s00248-008-
9370-2 
 
Chang ST and Miles PG (1991) Recent trends in world production of cultivated edible 
mushrooms. Mushroom Journal 504: 15–18 
 
Annexe 2 
 161
Felsenstein J (1985) ConWdence limits of phylogenies: an approach using the bootstrap. 
Evolution 39: 783–791. 
 
Felsenstein J (1993) PHYLIP (Phylogeny Inference Package) version 3.5c. Distributed by the 
Author, Department of Genetics, University of Washington, Seattle, WA 
 
Garcia-Varela M, Nadler SA (2006) Phylogenetic relationships among Syndermata inferred 
from nuclear and mitochondrial gene sequences. Mol Phylogenet Evol 40(1):61-72. 
 
Gryta H, Carriconde F, Charcosset JY, Jargeat P, Gardes M (2006). Population dynamics of 
the ectomycorrhizal fungal species Tricholoma populinum and Tricholoma scalpturatum 
associated with black poplar under differing environmental conditions. Environ Microbiol. 
8(5): 773-86. 
 
Gonzalez °P, Barroso G, Labarere J (1998) Molecular analysis of the split cox 1 gene from the 
basidiomyota Agrocybe aegerita : relationship of its introns with homologous Ascomycota 
introns and divergence levels from common ancestral copies. Gene 220: 45-53 
 
Gonzalez P, Labare`re J (1999) Sequence and secondary structure of the mitochondrial small-
subunit rRNA V4, V6, and V9 domains reveal highly species-specific variations within the 
genus Agrocybe. Appl Environ Microbiol 64:4149–4160 
 
Gonzalez P, Labare`re J (2000) Phylogenetic relationships of Pleurotus species according to 
the sequence and secondary structure of the mitochondrial SSU-rRNA V4, V6 and V9 
domains. Microbiology 146:209–221 
Annexe 2 
 162
 
Hajibabaei M, Janzen DH, Burns JM, Hallwachs W, Hebert PD. Free in PMC (2006) DNA 
barcodes distinguish species of tropical Lepidoptera. PNAS 103(4):968-71 
 
Hebert PD, Stoeckle MY, Zemlak TS, Francis CM (2004). Free in PMC Identification of 
Birds through DNA Barcodes. PLoS Biol. 2(10):e312. 
 
Hibbett DS, Pine EM, Langer E, Langer G, Donoghue MJ (1997) Evolution of gilled 
mushrooms and puffballs inferred from ribosomal DNA sequences. Proc Natl Acad Sci USA 
94:1202– 1206 
 
Hintz WEA, Mohan M, Anderson JB, Horgen PA (1985). The mitochondrial DANN of 
Agaricus; Heterogeneity in A. bitirquis and homogeneity in A. brunnescens. Curr Genet 9: 
127-132 
 
Horton TR (2002) Molecular approaches to ectomycorrhizal diversity studies: variation in 
ITS at a local scale. Plant and soil 244: 29-39 
 
Kimura M (1983) The Neutral Theory of Molecular Evolution. Cambridge University Press, 
Cambridge, MA 
 
Ko KS, Jung HS (1999) Molecular phylogeny of Trametes and related genera. Antonie Van 
Leeuwenhoek. 75(3):191-9. 
 
Kress JW, Wurdack KJ, Zimmer EAC, Weigt LA, Janzen DH (2005) Use of DNA barcodes 
Annexe 2 
 163
to identify flowering plants PNAS 102:8369–8374. 
 
Lahaye R, van der Bank M, Bogarin D, Warner J, Pupulin F, Gigot G, Maurin O, Duthoit S, 
Barraclough TG, Savolainen V (2008) DNA barcoding the floras of biodiversity hotspots. 
PNAS 105(8):2923-8. 
 
Lievens B, Brouwer M, Vanachter AC, Levesque CA, Cammue BP, Thomma BP (2005) 
Quantitative assessment of phytopathogenic fungi in various substrates using a DNA 
macroarray. Environ Microbiol 7(11): 1698-1710 
 
Moncalvo JM, Lutzoni FM, Rehner SA, Jonson J, Vilgalys T (2000) Phylogenetic 
relationships of agaric fungi based on nuclear large subunit ribosomal DNA sequences. 
Syst Biol. 49(2):278-305 
 
Mouhamadou B, Ferandon C, Barroso G, Labarere J (2006) The mitochondrial 
apocytochrome b genes of two Agrocybe species suggest lateral transfers of group I homing 
introns among phylogenetically distant fungi. 
Fungal Genet Biol. 43(3):135-145 
 
Neefs JM, Van de Peer Y, De Rijk P, Chapelle S, De Wachter R (1993) Complilation of small 
ribosomal subunit RNA structures. Nuc Acids Res 21:3025–3049 
 
O’Donnell K, Cigelnik E (1997) Two divergent intragenomic rDNA ITS2 types within a 
monophyletic lineage of the fungus Fusarium are nonorthologous. Mol Phylogenet Evol 7(1): 
103-106 
Annexe 2 
 164
 
Okamoto K, Sekito T, Yoshida K (1996) The secondary structure and phylogenetic 
relationship deduced from complete nucleotide sequence of mitochondrial small subunit 
rRNA in yeast Hansenula wingei. Genes Genet Syst 71(2):69–74 
 
Saitou N, Nei M (1987) The Neighbor-joining method: a new method for reconstructing 
phylogenetic trees. Mol Biol Evol 4: 406–425. 
 
Seifert AK, Samson RA, deWaard RJ, HoubrakenJ, Levesque CA, Moncalvo JM, Louis-Seize 
G, Hebert P (2007) Prospects for fungus identification using CO1 DNA barcodes, with 
Penicillium as a test case. PNAS 104 (10): 3901-3906 
 
Smith SE, Read DJ. 1997. Mycorrhizal Symbiosis. London: 2nd edn. UK: Academic Press 
 
Soon GH, Wonjin J (2002) Amplification of mitochondrial small subunit ribosomal DNA of 
polypores and its potential for phylogenetic analysis. Mycologia 94 (5): 823-833 
 
Thompson JD, Higgins DG, Gibson TJ (1994) CLUSTAL W: Improving the sensitivity of 
progressive multiple sequence alignment through sequence weighting, position speciWc gap 
penalties and weight matrix choice. Nucleic Acids Res. 22: 4673–4680. 
 
Uhart M, Sirand-Pugnet P, Labarere J (2007) Evolution of mitochondrial SSU-rDNA variable 
domain sequences and rRNA secondary structures, and phylogeny of the Agrocybe aegerita 
multispecies complex. Research in Microbiology 158: 203-212 
 
Annexe 2 
 165
Vilgalys R, Sun B (1994). Ancient and recent patterns of geographic speciation in the oyster 
mushroom Pleurotus reveale by phylogenetic analysis of the ribosomal DNA sequence. 
PNAS USA 91: 4599-4603 
 
Wuyts J, Van de Peer Y, Winkelmans T, De Wachter R (2002) The European database on 
small subunit ribosomal RNA. Nucl Acids Res 30:183–185 
Zuker M, Jacobson AB (1995) ‘‘Well-determined’’ regions in RNA secondary structure 
prediction: analysis of small subunit ribosomal RNA. Nucl Acids Res 23:2791–2798 
 
Zuker M, Jacobson AB (1995) ‘‘Well-determined’’ regions in RNA secondary structure 
prediction: analysis of small subunit ribosomal RNA. Nucl Acids Res 23:2791–2798 
Annexe 2 
 166
Table 1. Tricholoma strains used in this study 
 
Strain Origin 
T. scalpturatum group 1  
FC053 Denmark 
FC059 Denmark 
125572A England 
FC086 Sweden 
AV04-242 France  
Rim05-49 France 
AV05-2 France 
M098-68 France 
T. scalpturatum group 2  
FC068 Sweden 
FC037  Denmark 
F135443A England 
Cooo14c France 
Cooo13a France 
AV04-78 France 
AV05-42 France 
AV04-14 France 
Rim05-15 France 
Rim05-58 France 
T. inocybeoides TSV2 France 
T. populinum PAF02 France 
T. fulvum C0-02 France 
T. terreum Esp02 France 
T. cingulatum TC1 France 
T. gausapatum AM03 France 
T. triste Bes06.2 France 
T. atrosquamosum SVC 03.2 France 
T. basirubens SCV03 France 
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Table 2 : Comparison of the V6 (A) and (V9) variable domain from 11 Tricholoma species 
 
A 
 
 T. 
basirubens 
(120 nt) 
T. 
fulvum 
(102 nt) 
T.  
gausapatum
(95 nt) 
T. 
atrosquamosum 
(94 nt) 
T. 
cingulatum 
(64 nt) 
T. 
scalpturatum1 
(64 nt) 
T. 
Scalpturatum2 
(78 nt) 
T.  
inocybeoides 
(78 nt) 
T. 
Triste 
(95 nt) 
T. 
populinum 
(103 nt) 
T. 
terreum 
(103 nt) 
T. basirubens 100 
 
83 88 95 90 90 89 89 90 80 72 
T. fulvum  
 
100 88 86 90 90 90 90 89 89 70 
T.gausapatum  
 
 100 90 95 95 95 95 99 86 70 
T.atrosquamosum  
 
  100 91 91 88 88 91 84 77 
T. cingulatum  
 
   100 100 98 98 95 88 84 
T. scalpturatum 1 
 
 
 
    100 98 98 95 88 84 
T. scalpturatum 2 
 
 
 
     100 100 95 84 69 
T. inocybeoides 
 
       100 95 84 69 
T. triste 
 
        100 87 70 
T. populinum 
 
         100 63 
T. terreum 
 
          100 
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B 
 
 T. 
basirubens 
(258 nt) 
T. 
atrosquamosum 
(255 nt) 
T.  
gausapatum
(270 nt) 
T. 
cingulatum 
(194 nt) 
T. 
fulvum  
(241 nt) 
T. 
populinum 
(239 nt) 
T. 
scalpturatum 
(194 nt): 1 
T. 
scalpturatum 
(196 nt): 2 
T. 
 terreum 
(220 nt):6 
T. 
inocybeoides 
(199 nt): 7 
T. 
triste 
(267 nt): 8 
T. basirubens 100 
 
98 90  86 87 87 86 88 79 87 89 
T.atrosquamosum  
 
100 88 84 86 86 84 87 80 86 89 
T.gausapatum  
 
 100 89 86 87 89 91 96 89 94 
T. cingulatum  
 
  100 81 82 99 94 77 94 89 
T. fulvum  
 
   100 92 81 88 78 82 87 
T. populinum 
 
 
 
    100 82 84 77 83 88 
T. scalpturatum 1 
 
 
 
     100 94 77 94 88 
T. scalpturatum 2 
 
       100 79 97 91 
T. terreum 
 
        100 77 76 
T. inocybeoides 
 
         100 91 
T. triste 
 
          100 
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Table 3. Length variation and percentage of nucleotide divergences of the V9 domain at 
different taxonomic levels of three basidiomycetous genera. 
 
Genus Number of 
species 
Men domain 
size (nt) 
Intraspecif 
variation 
(%) 
Mean 
interspecific 
variations (%) 
Range of 
means (%) 
Agrocybe 
 
Pleurotus 
 
Tricholoma  
10 
 
15 
 
11 
328 
 
260 
 
254 
0 
 
0 
 
0* 
22  
 
20 
 
14 
5-30 
 
0-35 
 
1-24 
* The intraspecific variations in the genus Tricholoma were investigated in two cryptic species (T. scalpturatum 
group 1 and group 2).  
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Legend of Figures 
 
Fig. 1 : Alignment of the V6 domain sequences of 11 species of the genus Tricholoma. 
Sequences strictly conserved among the 11 species are indicated by asterisks. The inserted 
sequences are indicated in grey.  
 
Fig. 2: Alignment of the V9 sequences of 11 species of the genus Tricholoma. Sequences 
strictly conserved among the 16 species are indicated by asterisks.. V9-1 and V9-2 boxes 
represent putative insertions/deletions events.  
 
Fig. 3: Putative secondary structure of the variable domains V6 (A) and V9 (B) in the 
Tricholoma genus. The secondary structures B1, B2 and B3, represent each of the three 
groups of structures evidenced in this study. 
 
Fig. 4 : Consensus tree of 1000 trees obtained by the neighbour-joining method, based of the 
entire sequences of the V9 variable domain. Groups defined by comparison of the secondary 
structures are indicated. 
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T. cingulatum        TTGCATATCCAAT---------------------------------------------TA---TAT 
T. scalpturatum g1   TTGCATATCCAAT---------------------------------------------TA---TAT 
T. inocybeoides      TTGCATATCCAAT---------------------------------------------TAGGTTAT 
T. scalpturatum g2   TTGCATATCCAAT---------------------------------------------TAGGTTAT 
T. triste            TTGCATATCCAATTAT-GTTCTTAGTTAATTC--------------------------TAAGTTCT 
T. gausapatum        TTGCATATCCAATGAT-GTTCTTAGTTAATTC--------------------------TAAGTTCT 
T. astroquamosum     TTGCATATCCAATTTT-GGTCTTAGTTTATTC--------------------------TAAGTTCT 
T. basirubens        TTGCATATCCAATTTT-GTTCTTAGTTTATTCTGAGTTCTTTTGTTCTTAGTTTATTCTAAATTCT 
T. fulvum            TTGCATAAACAATTTT-GTTATTAGAGTATTTT---------------------ATTCTAATGTCT 
T. populinum         TTGCATAACCAATTTTTGTTATTAGAAAAATTT--------------------TTTTCTAATATCT 
T. terreum           TTGCATATCCAATCCTTATTTTAAATTTACACT-------------------------TAAATTTA 
                     *******  ****                                             **   *   
 
T. cingulatum        TT--ATTA----------TAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. scalpturatum g1   TT--ATTA----------TAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. inocybeoides      TTTGAATAAGAAGAA-ACTAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. scalpturatum g2   TTTGAATAAGAAGAA-ACTAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. triste            TTTTAATAAGAA-AA-ACTAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. gausapatum        TTTTAATAAGAA-AA-ACTAA-----TTGAGTAATTTTTATAATATTTAAAAATTCGTTTACA 
T. astroquamosum     TTTTAATAAGTA-AA-CCAAA-----TTGAGTAATTTTTATT-TAATTAAAAATTCGTTTACA 
T. basirubens        TTTTAATAAGTA-AA-CCAAA-----TTGAGTAATTTTTATTA-AGTTAAAAATTCGTTTACA 
T. fulvum            TTTAAATAAGAAAAACACAAA-----TTGAGTAATTTTTATAATTTTTAAAAATTCGTTTACA 
T. populinum         TTTAAGTAAGAAAAA-CATAA-----TTGAGTAATTTTTATAGTTTTTAAAAGTTCGGTTACA 
T. terreum           TTTACGTGCAAA-AATATTAAAAAGATTGAGTAGTTTCTTTTTAATTAAGAAACTCGTTTACA 
                     **    *                   ******* *** * *     * * **  ********* 
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T. terreum             TGGGAAGAAGCTTAAATTGGGGGAAACTGCCGCGAAGTTATTATTTTTTTAAGGCATACCTT--------------------------------------------AATT--------AT 
T. cingulatum          TGGGGCGAAGCTTAAACTGGGGGAAACGGCTGCGAGGTTATATCTTTAATAAAGAA-A------------------------------------------------AATG---------- 
T. scalpturatum g1     TGGGGCGAAGCTTAAACTGGGGGGAACGGCTGCGAGGTTATATCTTTAATAAAGAA-A------------------------------------------------AATG---------- 
T. inocybeoides        TGGGGCGAAGCTTAAACTGGGGGAAACTGCTGCGAGGTTATACCTTTAATAAAGAC-A------------------------------------------------AATT---------- 
T. scalpturatum g2     TGGGGCGAAGCTTAAACTGGGGGAAACTGCTGCGAGGTTATTACTTTAATAAAGAA-A------------------------------------------------AATT---------- 
T. basirubens          TGGGAAGAAGCTTATTTTGGGGGAAACTGCCGCGAGGTTATAACTTTAACAAAGGA-ATACTTAACTTAATAATATCAATTGTTAAATATAATTATATTGTTATAAAATT---------- 
T. triste              TGGGAAGAAGCTTAACTTGAGGGAAACTGCCGCGAGGTTATAACTTTAATAAAGGA-AAACTTAGATTAATAATATCATTTGTGAGATT----------------GAATTATCTTTACAA 
T. gausapatum          TGGGAAGAAGCTTAACTTGAGGGAAACTGCCGCGAGGTTATAACTTTAATAAAGGA-AAACTTATATTAATAATATCAATTGTGAGATT----------------GAATTATCTTTATAT 
T. astroquamosum       TGGGAAGAAGCTTATTTTGGGGGAAACTGCCGCGAGGTTATAACTTTAACAAAGGA-ATACTTAACTTAATAATATCAATTGTTA---------------------AATA-------TGA 
T. fulvum              TGGGAAGAAGCTTAACTTGAGGGAAATTGCCGCGAGGTTAATCCTTTAATAAAGGT-ATACTTATTT-----ATATCTTTTGTTAGATAT----------------AATT---------- 
T. populinum           TGGGAAGAAGCTTAACTTGAGGGAAATTGCCGCGAGGTTATAACTTTAATAAAGGATATACTTATTT-----ATTTAATTTGTTAGATTT----------------AATT---------- 
                       ****  ********   ** *** **  ** **** ****    ***   ** *   *                                              * *             
 
 
T. terreum             TAATATC--------AGCTA---TAAA---------ATA-TTATTATTAAGGTAGTTT-TATGCTAAACTTCATT--ATAGAAGCAATTCTGTTTTAAAGTATTAGTCATTTAATTAAAA 
T. cingulatum          -TATATT---------ATT-----GA---------TATA--TATTTT-----TAGTTTGTATGCTAATATTTT---AATACAA-TAATTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. scalpturatum g1     -TATATT---------ATT-----GA---------TATA--TATTTT-----TAGTTTGTATGCTAATATTTT---AATACAA-TAATTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. inocybeoides        -TATATT---------ATTAATTTGA---------TATA--AAGTTT-----TAGTTTGTATGCTAATATTTA---AATACAA-TAGTTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. scalpturatum g2     -TATATT---------ATT---TTAA---------TATA--AAGTTT-----TAGTTTGTATGCTAATATTTA---AATACAA-TAGTTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. basirubens          -TAAATT---------ATTTATTTAT---------TATACTTAATTTAAGAGTAGTTTGTATGCTAATTTTTAT--AAGACAA-TTGTTTTATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. triste              TTATATTGTTATAAAAATTAAATTAAATATTAAATTATATTTAATTTAAGAGTAGTTTGTATGCTAATATTTA---AATACAA-TAGTTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. gausapatum          TTTTATTATTTTTAAAATTAAATTAAATAGTTAATCATACTTAATTTAAGAGTAGTTTGTATGCTAATTGTTAAAAAAAACAA-TAGTTATATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTTAAAA 
T. astroquamosum       TTATATTGTTAT-AAAATTTAAATTTTATATTTATTATATTTAATTTAAGAGTAGTTTGTATGCTAATTTTTAT--AAGATAT-TTGTTTTATATTGTA--ATTAGTCTTTTATTAAAAA 
T. fulvum              --ATATCATTATAAAAATT----TAATATTTATTTAATATTTA-TTTATAAGTAGTTTTTATGCTAAT---------ATACAA-TAGTTTT-TATTGTT--ATTTGTCTTTTATCTAAAC 
T. populinum           --ATATT-TTATAAATATTTTATTTTTA-----ATTATATTTTTTTTATAAGTAGTTT-TATGCTTAT---------ATACAA-TAGTTTT-TATTGTT--ATTTGTCTTTTATCTAAAA 
                           **            *                 ***     * *     ****** ****** *          * * *     ** * * **     *** *** ****   ***  
 
 
T. terreum             AAAAAAACACCTTTCTTAAGATAATTAGTTTCAGTTAACCCTTTT-AAGTAACATCT 
T. cingulatum          A------CACCTTTATTAAGCTAATTAGCATCTGTTAATTCATTT-AAGTAACATCT 
T. scalpturatum g1     A------CACCTTTATTAAGCTAATTAGCATCTGTTAATTCATTT-AAGTAACATCT 
T. inocybeoides        A------CACCTTTGTTAAGCTAATTAGCATCTGTTAACTCATTT-AAGTAACATCT 
T. scalpturatum g2     A------CACCTTTGTTAAGCTAATTAGCATCTGTTAACTCATTTTAAGTAACATCT 
T. basirubens          AAAA---CACCTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACCCATTT-AAGTAACATCT 
T. triste              A------CACCTTTGTTAAGCTAATTAGTATCAGTTAACTCATTT-AAGTAACATCT 
T. gausapatum          A------CACCTTTGTTAAGCTAATTAGTATCAGTTAACTCATTT-AAGTAACATCT 
T. astroquamosum       A------CACCTTTGTTAAGCTAATTAGTTTCAGTTAACCCATTT-AAGTAACATCT 
T. fulvum              AAAA---CACCTTTATTAAGCTAATTAGTTTCAATTAACTCATTT-AAGTAACATCT 
T. populinum           AAA----CACCTTTATTAAGCTAATTAGTTTCAATTAACTCATTT-AAGTAACATCT 
                       *      ******* ***** *******  **  ****  * *** *********** 
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AAGAA
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15 nt
10 nt
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5 nt
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T. scalpturatum G2
T. inocybeoides
T. scalpturatum G1
T. atrosquamosum
600
1000
600
950
800
1000
700
800
1000
T. populinum
T. fulvum
T. terreum
T. gausapatum
T. triste
T. cingulatum
T. basirubens
Group A
Group B
Group C
Abstract: 
 Loss of biodiversity is an important issue in today society. Thus, it appears essential to 
understand how species maintain viable populations under intrinsic (= biological 
characteristics) and extrinsic (= environmental conditions) pressures. 
 Our model, Tricholoma scalpturatum, is an ectomycorrhizal fungus that forms 
symbioses with roots of diverse trees and shrubs. It is commonly found in a wide range of 
habitats, across temperate ecosystems. The aim of this work was to study natural population 
of this species, and to assess the role of processes shaping these populations, by combining 
local and large spatial scale approaches. Thus, we tried (1) to establish the level of genetic 
diversity and its distribution within this morphospecies, and (2) to infer dispersal and 
colonization abilities of ectomycorrhizal fungi, in general. 
 Several molecular markers were developed and used to examine genetic diversity 
(chapter 1). A first study, at a local scale, revealed considerable genetic variability, and the 
presence of two distinct genetic groups, called groups 1 and 2, within the T. scalpturatum 
morphospecies (Gryta, Carriconde et al., 2006). Therefore in a second study, we analysed the 
genetic diversity of T. scalpturatum and its structure at a larger geographical scale, namely in 
Western Europe (chapter 2, Carriconde et al., 2008). Results support the existence of the two 
genetic groups and strongly suggest cryptic species. No geographical exclusion was detected 
for these two widely distributed taxa. However, high estimates of population differentiation 
were observed in each group, including populations that were located less than few kilometres 
apart. This provides evidence of limited gene flow between populations. The third part of this 
thesis (chapter 3) focuses on fine-scale genetic structure (< 140 m) in two different habitats. 
The presence of numerous non-persistent small genets implies colonization of the habitat by 
the production of sexual spores, for both groups. Spatial autocorrelation analyses revealed that 
these genets were not randomly distributed. Indeed, positive spatial genetic structures were 
detected in the first meters. Thus, sexual spores disperse on short distances and create 
clustering of related genets. The fourth and last part (chapter 4) compares below-ground 
populations (ectomycorrhizae) and above-ground populations (fruit bodies). A good 
correspondence between fruit bodies and mycorrhizae regarding genetic diversity, production 
and spatial structure was observed for both groups. Statistical analyses also revealed that 
groups 1 and 2, firstly considered to be sympatric at a same site, are in fact spatially 
separated. The competitive exclusion principle is given as one of the possible processes 
explaining spatial partitioning between both groups. 
 This work opens numerous perspectives on the evolutionary history of this 
morphospecies and the phylogenetic relationships between the two genetic groups, on the 
speciation mechanisms in basidiomycetes, or on the effect of evolutionary forces, such as 
genetic drift, on the genetic composition of fungal populations. 
 
Key words: Tricholoma scalpturatum, ectomycorrhizal fungus, basidiomycete, fruit bodies, 
mycorrhizae, molecular methods, cryptic species, genetic diversity, genetic differentiation, 
mode of reproduction, dispersal, sympatry. 
Résumé : 
 L’érosion de la biodiversité représente à l’heure actuelle l’une des préoccupations 
majeure de notre société. Il apparaît donc nécessaire de déterminer comment les espèces 
parviennent à maintenir des populations viables malgré des pressions intrinsèques (= les 
caractéristiques biologiques d’un organisme) et extrinsèques (= les conditions 
environnementales). C’est dans ce contexte que se situe notre travail de thèse. 
Notre modèle d’étude est Tricholoma scalpturatum, un champignon ectomycorrhizien 
cosmopolite qui forme une association symbiotique avec les racines de nombreux arbres et 
arbustes des régions tempérées. Notre travail a consisté à étudier les populations naturelles de 
cette espèce, et leurs déterminismes. En combinant des approches à des échelles variées 
(locales à continentales), cette étude proposait d’apporter un éclairage nouveau sur (1) la 
diversité génétique au sein de ce morphotaxon et sa distribution et (2) sur les stratégies de 
dispersion et de colonisation des champignons en général. 
Pour caractériser la diversité, une panoplie d’outils et de méthodes de typage 
moléculaire a été utilisée et plusieurs marqueurs ont ainsi été développés (chapitre 1). Ces 
marqueurs ont mis en évidence une forte variabilité génétique chez T. scalpturatum (Gryta, 
Carriconde et al. 2006) et la présence de deux groupes génétiques distincts, appelés groupes 1 
et 2. Dans un deuxième temps, la diversité génétique de T. scalpturatum et sa structure sur 
une large échelle géographique (Europe de l’Ouest) a été caractérisée (chapitre 2, Carriconde 
et al. 2008). Les résultats ont confirmé l’existence des deux groupes génétiques, probablement 
des espèces cryptiques à large aire de répartition, et leur co-occurrence sur plusieurs sites. Par 
ailleurs, l’accumulation d’une forte différenciation génétique dans les populations des deux 
groupes a été trouvée. Ceci suggère des limitations dans les échanges de gènes entre 
populations. La troisième partie de ce travail de thèse (chapitre 3) a consisté à étudier la 
structure spatiale de la diversité génétique à des échelles locales (< 140 m) dans deux habitats 
différents. Pour les deux groupes génétiques, la colonisation de l’habitat repose sur un 
investissement très important dans la reproduction sexuée, et donc sur une stratégie de type 
rudéral. . Les méthodes d’autocorrélations spatiales ont aussi montré un apparentement très 
fort des génotypes proches spatialement. Cette forte structure génétique spatiale suggère une 
dispersion efficace seulement sur de faibles distances. Enfin, la quatrième partie de la thèse 
(chapitre 4) compare les populations de mycorhizes (= structures souterraines symbiotiques 
plante – champignon) à celles des carpophores (= organes de la reproduction sexuée). Les 
patrons de diversité obtenus par échantillonnage des mycorhizes correspondent bien à ceux 
des carpophores tant dans la diversité des génotypes que de leur répartition spatiale. L’analyse 
montre aussi que le groupe 1 et le groupe 2 n’occupent pas les mêmes niches écologiques 
lorsqu’ils sont dans une situation de sympatrie sur un même site. L’exclusion compétitive est 
donnée comme l’un des mécanismes expliquant ces patrons de distribution. 
En définitive, ce travail ouvre de nombreuses perspectives, sur l’histoire évolutive de 
ce morphotaxon et les relations phylogénétiques entre les deux groupes génétiques, les modes 
de spéciation chez les champignons basidiomycètes, ou encore l’effet d’autres forces 
évolutives, telles que la dérive, ou l’effet fondateur, sur la constitution génétique des 
populations fongiques. 
 
Mots-clés : T. scalpturatum, champignon ectomycorhizien, basidiomycète, carpophores, 
mycorhizes, typage moléculaire, espèces cryptiques, diversité génétique, différentiation 
génétique, stratégie de reproduction, dispersion, sympatrie. 
 
